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En la década de los ochenta de Bold y sus colaboradores demostraron que en la 
aurícula derecha cardiaca se sintetiza un factor hipotensor, natriurético y diurético 
denominado péptido natriurético atrial (ANP) (de Bold y col 1981). De esta manera 
pusieron en evidencia que el corazón se comporta como un órgano endocrino. Este 
hallazgo es considerado un descubrimiento importante en la fisiología, ya que hasta ese 
momento el corazón era considerado únicamente como una bomba contráctil. 
Como consecuencia, varios grupos de trabajo estudiaron el rol del ANP en la 
fisiopatología de la hipertensión arterial (HTA) esencial.  En nuestro laboratorio, la Dra 
María de los Ángeles Costa comenzó, hace más de 10 años, con una línea de 
investigación que estudia la relación entre los péptidos natriuréticos (PNs) y el sistema 
del óxido nítrico (NO) en los sistemas cardiovascular y renal de ratas espontáneamente 
hipertensas (SHR) y normotensas. Por primera vez, nuestro grupo de trabajo demostró 
que los efectos hipotensores del ANP estarían mediados, al menos en parte, por la 
activación del sistema del NO (Costa MA y col 2000; Costa MA  y col 2004; Elesgaray 
R y col 2008). 
 
El primer estudio que analiza las “diferencias de sexos” en la “HTA”  tiene más 
de medio siglo de antigüedad (Perman E 1956), y en él se observa que al estudiar 
pacientes hipertensos, las mujeres presentan un mejor pronóstico. Sin embargo, en las 
últimas dos décadas, los estudios experimentales y clínicos sobre las diferencias de sexo 
en hipertensión aumentaron de manera importante. Hoy en día es conocido que la  
mujer en la edad reproductiva tiene menor incidencia de HTA que el hombre de su 
misma edad, sin embargo el riesgo de desarrollar esta enfermedad aumenta después de 
la menopausia. Lo que indicaría que existe algún tipo de protección, probablemente  
hormonal, en esta etapa de la vida (Bălan H y Popescu L 2014).  
 
Son muchos los factores fisiopatológicos que han sido considerados partícipes 
en la génesis de la HTA. Los PNs fueron descubiertos hace más de 3 décadas,  y sin 
embargo aún son desconocidos muchos de sus efectos en la HTA y su papel en el daño 
de órgano blanco. Es por ello que el objetivo de este trabajo de tesis doctoral es 
¨Estudiar los efectos cardiovasculares y renales del tratamiento crónico con el ANP 




1.1 Hipertensión arterial 
 
1.1.1 Epidemiología de la hipertensión arterial en Argentina 
 
Se considera HTA como una elevación sostenida de la presión arterial (PA) 
sistólica y/o diastólica. La HTA es una enfermedad multifactorial, letal, silenciosa e 
invisible, que raramente produce síntomas. La misma es altamente prevalente en la 
sociedad moderna, de alto costo para los servicios de salud y, no obstante los notables 
avances en el conocimiento de sus mecanismos, el impacto logrado sobre su control es 
universalmente escaso. 
Los niveles absolutos de la PA varían con la edad, el sexo y la raza. Mantener 
niveles normales de la PA, tanto sistólica como diastólica, es fundamental para el 
funcionamiento eficiente de órganos vitales como el corazón, el cerebro y los riñones. 
La HTA es uno de los factores de riego más importantes para el desarrollo de 
enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca y renal 
(Lewington S y col 2002). 
Hoy en día es bien conocido que la relación entre los registros de PA y el riesgo 
de presentar eventos cardiovasculares es lineal, aun cuando no se sobrepasen los valores 
de PA considerados normales. Lo que implica que un incremento en la PA, aun 
manteniéndose dentro de los límites normales, se asocia a una mayor morbimortalidad.  
Para evaluar el riesgo cardiovascular en Latinoamérica se diseñó el estudio 
CARMELA (Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in Latin America). En este 
estudio, observacional de corte transversal, se evaluaron 11.550 sujetos de ambos sexos 
con edades entre 25 y 64 años, de siete ciudades importantes de Latinoamérica, 
incluyendo la Ciudad de Buenos Aires. Entre los hallazgos generales del estudio, la 
prevalencia de HTA fue del 18% incrementándose con la edad en ambos sexos. 
Mientras que la incidencia de HTA en la Ciudad Autónoma de Buenos Aires fue del 
29%, siendo mayor en los hombres al compararlos con las mujeres (37,7% en hombres 
y 21,7% en mujeres) (Schardrodsky H y col 2008). 
En Argentina, la prevalencia de HTA en la población adulta varía entre 29 y 
39,8%, valores que se mantuvieron constantes en los últimos 25 años. A pesar de esto, 
los estudios demuestran bajos niveles de conocimiento y eficacia en el tratamiento 




(REgistro NAcional de hiperTensión Arterial) es el primero realizado en Argentina en 
respuesta a la escasez de datos epidemiológicos en nuestro país. Se trata de un estudio 
transversal basado en encuestas que se realizaron en forma aleatoria a individuos en 
siete ciudades del país. En este trabajo, que incluyó a 4.006 individuos con una edad 
promedio de 43,7 años de edad, se observó que un tercio (33,5%) de la población 
estudiada presentaban HTA y que esta condición era más común en los hombres (41,7% 
vs. 25,7%; p < 0,001). Más aún, el 37,2% de la población desconocía su enfermedad 
(hombres 44,66% vs. mujeres 25,9%; p < 0,001) (Marin M y col, 2012). Estos 
resultados se correlacionan con estudios realizados a nivel mundial (Figura 1.1). 
Por lo tanto, el estudio de la HTA y de los factores involucrados en su desarrollo 
es primordial para lograr una buena prevención y control de esta enfermedad, que es 





      
 
Figura 1.1: Resumen epidemiológico sobre la incidencia, conocimiento y control de la 






1.1.2 Fisiopatología de la Hipertensión Arterial 
 
 Dada la naturaleza multifactorial de la homeostasis de la PA, cualquier cambio 
que se observe en la misma tiende a compensarse con el objetivo de volver los valores a 
la normalidad (Bolivar JJ 2013).   
 Para ello existen diferentes mecanismos fisiológicos de regulación de la PA, que 
tienen características variables según su origen, eficacia y duración de la acción. Entre 
estos, existen mecanismos nerviosos, otros relacionados de manera directa o indirecta 
con la función renal y actualmente se da una especial relevancia a la función que 
cumplen los factores humorales y locales del endotelio en el mantenimiento de la PA. 
Son numerosos los factores fisiopatológicos considerados en la génesis de la 
HTA esencial:  
 el incremento en la actividad del sistema nervioso simpático (SNS) y las 
alteraciones en los receptores adrenérgicos  
 la alta ingesta de Na+; la inadecuada ingesta de potasio y calcio 
 el incremento en la secreción de renina, con el consecuente aumento en la 
producción de angiotensina II (Ang II) y aldosterona  
 la deficiencia de sustancias vasodilatadores, tales como el NO y los PNs 
 los cambios en la expresión del sistema kinina- kalikreína, que afecta el tono 
vascular y el manejo renal del sodio 
 las lesiones en los vasos de resistencia, incluyendo los de la microvasculatura 
renal 
 las alteraciones celulares en el transporte iónico  
(Weber MJ 2003; Guyton AC 1991).  
 
El SNS se encuentra implicado en la fisiopatología de la HTA. El incremento de 
este sistema aparece incluso en etapas tempranas del desarrollo de esta enfermedad. El 
mismo no sólo genera un incremento de la contractilidad y la frecuencia cardiaca, sino 
que se encuentra involucrado en las alteraciones estructurales de la pared arterial y 
acelera las complicaciones en órganos blancos asociadas a esta enfermedad (Mark AL 
1996; Brook RD y Julius S 2000). 
A su vez existen en la fisiopatología de la HTA alteraciones a nivel hormonal y 




mecanismo involucrado en la regulación de la PA. La Ang II, además de su efecto 
vasoconstrictor, interviene en la regulación de fluidos corporales al provocar la 
liberación de aldosterona (Sparks MA y col 2014). Los efectos de la  Ang II están 
mediados por la interacción con los receptores AT1 y AT2. Mediante su unión con el 
receptor AT1, la Ang II ejerce efectos vasoconstrictores; estimula a otros sistemas 
vasoconstrictores, como la endotelina 1 (ET1), y está involucrado en el desarrollo de 
procesos protrombóticos y profibróticos en los tejidos cardiovascular y renal. Su unión a 
los receptores AT2 incrementa la síntesis de sustancias vasodilatadoras como el NO y las 
bradiquininas, y presenta efectos antiproliferativos (De Gasparo M y col 2000; Chopra 
S y col 2011).  
El NO, sintetizado a partir de la L-arginina por la NO sintasa (NOS), juega 
también un rol importante en la regulación de la PA. Este gas no solo presenta efectos 
vasodilatadores, sino que también tiene efectos antiproliferativos, antitrómboticos e 
inhibe la adhesión leucocitaria. El efecto vasocontrictor de la Ang II se encuentra 
incrementado en ausencia de NO (Furchgott RF y col 1980; Rubanyi GM y col 1986; 
Anderson EA y col 1989; Chopra S y col 2011).  
Existen evidencias de que el ANP se encuentra estrechamente relacionado con el 
sistema del NO en la regulación del tono vascular y el manejo renal del sodio y agua 
(Moncada S y col 1991; Wilkins MR y col 1997).  El ANP y el péptido natriurético tipo 
B (BNP), se liberan ante la distensión cardiaca, generando efectos diuréticos, 
natriuréticos y vasodilatadores e inhibiendo a los SRAA y SNS. Además, se ha 
demostrado que presentan efectos antiinflamatrios, antifibróticos y que mejoran el 
estado oxidativo (Suga S y col 1992; Nishikim T y col 1996; Luchner A y col 2004). 
 
El estrés oxidativo y los procesos inflamatorios también promueven el desarrollo 
de enfermedades cardiovasculares y renales (Fortuno A y col 2004; Weber MJ 2003). El 
estrés oxidativo es una situación en la que las concentraciones intracelulares de las 
especies reactivas del oxígeno (ERO) se encuentran incrementadas por sobre los valores 
fisiológicos. Puede producirse por un aumento en la velocidad de la producción de 
especies oxidantes, una disminución en los niveles de los sistemas antioxidantes o una 
combinación de ambas situaciones. Las ERO, como el anión superóxido (O2
.-), el 
peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (HO
.) y los peroxinitritos (ONOO-), 
son moléculas caracterizadas por presentar electrones desapareados que se producen en 




múltiples fuentes como la cadena respiratoria mitocondrial, la células fagocíticas, las 
enzimas citocromo P450, las xantino oxidasas, las nicotín-adenín-dinucleótido fosfato 
reducido (NADPH) y nicotín-adenín dinucleótido reducido (NADH) oxidasas, la NOS 
desacoplada, las cicloxigenasas y  las lipoxigenasas (Castro L y Freeman BA 2001; 
Lachance PA y col 2001). 
 Las ERO son capaces de generar daño celular al oxidar lípidos, proteínas y 
ácidos nucleicos (Apel K y Hirt H 2004; Imlay JA 2003; Takimoto E y col 2007). El O2
.- 
puede rápidamente unirse a NO para formar ONOO- o convertirse en H2O2 para formar 
radicales HO. (Li JM y Shah AM 2004), (Figura 1.2). El O2
.- juega un papel importante 
en el funcionamiento celular y en la respuesta inflamatoria, al participar en vías de 
señalización intracelular, reclutar y activar células del sistema inmune, como los 
neutrófilos (Li JM y Shah A M 2004;  Kobashigawa JA 2006).  
El mantenimiento de la homeostasis rédox celular requiere de los diferentes 
sistemas antioxidantes para prevenir o retardar la oxidación de sustratos y mantener 
bajos los niveles de los estados estacionarios de las ERO. Para mantenerse dentro de 
concentraciones fisiológicas, el O2
.- es removido por un grupo de enzimas que incluyen 
la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT). 
Existen también otras sustancias con capacidad antioxidante que pueden producirse en 
el organismo o provenir de la dieta. Entre ellos se encuentra el glutatión, un tripéptido 
de glicina, ácido glutámico y cisteína (1-10 mM). Su actividad antioxidante se debe a la 
capacidad reductora del grupo tiol de la cisteína y es considerado un estimador fiable 
del estrés oxidativo. Puede actuar como cofactor en las reacciones catalizadas por la 
GPx, proteger la oxidación de grupos sulfhídricos esenciales de las proteínas y 
reaccionar con radicales libres (O2
.-; HO.), (Takimoto E y col 2007; Iyer A y Brown L 
2009). Los mecanismos y reacciones de las enzimas antioxidantes se describen en la 
Figura 1.2.  
Varios sistemas neurohormonales, incluyendo el SRAA y el SNS, contribuyen al 
desarrollo del estado oxidativo e inflamatorio y a la disminución de la biodisponibilidad 
del NO en los tejidos cardiovascular y renal durante la HTA (Ardalan M 2014; De Vito 
y col 2010; Takimoto E y col 2007). En este sentido, trabajos previos han mostrado que 
los pacientes hipertensos presentan un deterioro de los mecanismos de defensa 
antioxidantes, un aumento de estrés oxidativo en plasma, y una respuesta del estrés 
oxidativo exagerada a diversos estímulos. Más aún, varios polimorfismos de un solo 




NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la SOD, la CAT y la GPx, se han asociado con la 
HTA (Bonomini F y col 2015). 
El estrés oxidativo se encuentran estrechamente relacionados con el remodelado 
cardiovascular y renal observado durante el desarrollo de la HTA. Así por ejemplo, el 
remodelado vascular generado en respuesta al aumento de la resistencia vascular 
periférica se caracteriza por alteraciones en la proporción de las fibras de colágeno y 
elastina presente en la matriz extracelular y/o en las células que forman parte de la pared 
(Renna NF y col 2013). Por otra parte, se ha descrito que las ERO estimulan procesos 
inflamatorios y apoptoticos, que a su vez provocan la hipertrofia de los cardiomiocitos y 
la proliferación de fibroblastos, lo cual resulta en el desarrollo de hipertrofía y fibrosis 


























Figura 1.2: Especies reactivas del oxígeno y sistemas de defensa antioxidante.  
La superóxido dismutasa (SOD), convierte al anión superóxido (O2
.-) en peróxido de 
hidrógeno (H2O2). Existen dos tipos de SODs: las cobre, zinc-superóxido 
dismutasas (Cu, Zn-SOD), localizadas en el citosol y el líquido extracelular y las 
manganeso superóxido dismutasas (Mn-SOD) que se expresan en las mitocondria. El 
H2O2  es reducido a agua y oxígeno molecular por la catalasa (CAT), que se localizada 
principalmente en peroxisomas, lisosomas, mitocondrias y plasma.  En el citosol, la 
glutatión peroxidasa (GPx) provee un mecanismo de protección efectivo al catalizar la 
reducción de los hidroperóxidos orgánicos (ROOH) e inorgánicos (H2O2), utilizando 
glutatión reducido (GSH) como agente reductor.  El glutatión oxidado (GSSG) generado 
en estas reacciones puede ser nuevamente reducido mediante la glutatión reductasa 
(GR) y el NADPH.  El NO posee una función dual, ya que es un radical libre altamente 
reactivo con el O2
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El remodelado de estos tejidos involucra cambios en la proliferación celular, la 
muerte celular, la migración celular y la síntesis y/o degradación de la matriz 
extracelular. El proceso de muerte celular programada o apoptosis es un proceso activo 
que permite eliminar células mutadas o dañadas y regular el número de células de un 
órgano (Wyllie AH 1997). Por lo tanto, la apoptosis es esencial para el remodelado de 
estructuras tanto en el desarrollo normal como en el remodelado tisular secundario a 
diferentes injurias (Ho J 2014). En este sentido, estudios in vivo e in vitro  han 
observado un mayor número de células apoptóticas en el corazón, riñón y cerebro de 
ratas y ratones genéticamente hipertensos comparado con los animales normotensos 
(Hamet P y col 1995). 
Este mecanismo de muerte celular programada involucra una serie de cambios 
morfológicos del citoesqueleto, la membrana, el núcleo y el citoplasma, que culminan 
en la condensación y fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos (Mariño G 
2014). A diferencia del proceso de necrosis inducido por daños osmóticos, físicos o 
químicos, las células en las que se ha producido el proceso apoptótico son reconocidas y 
eliminadas por fagocitos, evitándose la liberación de sus contenidos tóxicos que 
dañarían a las células vecinas y provocarían una respuesta inflamatoria. Dado que la 
duración de este proceso de muerte celular es corto (6-24 hs), sólo un pequeño número 
de células apoptóticas se encuentran presentes en un determinado momento. Por lo 
tanto, la apoptosis celular es un importante proceso involucrado en el remodelado tisular 
ya que pequeños aumentos en el número de células apoptóticas de un tejido sin cambios 
compensatorios en los procesos de mitosis, pueden resultar en la pérdida de un gran 
número de células (Kerr JFR y col 1972, Saraste A y Pulkki K 2000).  
 
Por otra parte, los fibroblastos y las células del músculo liso vascular (CMLV), 
tienen la capacidad de sintetizar los componentes de la matriz extracelular, como el 
factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), el factor de crecimiento de tejido 
conectivo (CTGF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Ruiz-Ortega M y col 
2007). El TGF-β1 sintetizado por el endotelio, las CMLV, los fibroblastos, los 
macrófagos y células hematopoyéticas (Ruiz-Ortega M y col, 2007), ejerce efectos 
pleiotrópicos en las células del sistema cardiovascular, ya que puede modular de forma 
positiva o negativa distintos sistemas que participan en los procesos celulares 
involucrados en el remodelado cardiovascular. En cultivos de CMLV, bajas 




mientras que a mayores concentraciones, lo inhiben (Berk BC 2001). El TGF-β1 cumple 
sus funciones actuando principalmente a través de la vía de las proteínas citoplasmáticas 
Smad, que traslocan al núcleo celular y actúan como factores de transcripción, 
aumentando expresión de fibronectina, colágeno tipo I y CTGF, y los depósitos de 
matriz extracelular). Sin embargo, la activación de las proteínas Smad también puede 
ocurrir de forma independiente al TGF-β1 (Ruiz-Ortega M y col 2007; Rodríguez-Vita J 
y col 200; Meng XM y col 2015; He W y Dai C 2015). 
 
El estudio de los procesos fisiopatológicos de la HTA mediante el uso de 
animales data del año 1934. Ese año, Harry Goldblatt publicó un trabajo en donde 
describe que al clipear la arteria renal en un perro se generaba una forma secundaria de 
HTA (Goldblatt H y col 1934). A partir de este modelo hasta el día de la fecha se 
generaron varios modelos animales, tanto genéticos como no genéticos, para el estudio 
de la HTA humana y sus  complicaciones (Figura 1.3).  
Dentro de los diferentes modelos animales de HTA, el animal que fue más 
ampliamente utilizado es la rata. Por otro lado, el modelo animal que mejor refleja la 
fisiopatología de la HTA arterial en los humanos es el modelo de ratas SHR (Pinto YM 
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1.2  Modelo animal de hipertensión arterial: Ratas espontáneamente 
hipertensas 
 
Las ratas SHR constituyen un modelo de HTA de origen genético. Las ratas SHR 
fueron selectivamente endocriadas para desarrollar altos valores de PA sin estímulos 
externos de la dieta o ambientales, por Okamoto y Aoki en el año 1963 en Kyoto, Japón. 
Esta cepa se obtuvo cuando Okamoto y Aoki observaron que al aparear ratas Wistar-
Kyoto (WKY) machos hipertensos con hembras normotensas, una parte de las crías 
resultaban hipertensas. Teniendo en cuenta esto, continuaron la reproducción de estos 
animales por endogamia, hasta que lograron una tercera generación de animales donde 
todas las crías, independientemente del sexo, se convertían en hipertensas (Okamoto K 
y col 1963).  
En las ratas SHR, la PA sistólica comienza a elevarse a partir de las 4 a 6 
semanas de edad y alcanza valores de aproximadamente 180-200 mmHg en 
comparación con los 115-130 mmHg que pueden encontrarse en una rata normotensa 
(Zicha J y Kunes J 1999). Después de las 10 semanas, la presión arterial se mantiene 
generalmente estable o cambia lentamente con el aumento de la edad. Además, el 
desarrollo espontáneo de los altos valores de PA en esta cepa de ratas se encuentra 
acompañado también por el desarrollo de complicaciones características de la HTA. 
Estas características hacen de esta cepa, un modelo ciertamente adecuado para el 
estudio de los mecanismos que subyacen a los distintos procesos fisiopatológicos 
involucrados en el desarrollo y en el mantenimiento de la HTA. 
 
En los que respecta a los mecanismos fisiopatológicos de la HTA descriptos en 
este modelo, como ocurre en el humano, se observa una sobreproducción de hormonas 
ahorradoras de Na+, el incremento de la actividad del SNS, la sobreexpresión del SRAA 
y un incremento del estrés oxidativo (Skov K y col 2004). En el modelo animal de HTA, 
el incremento de la PA se encuentra asociado con complicaciones en diversos órganos, 
como el corazón, los vasos sanguíneos y el riñón (Kimura K y col 1990; Skov K y col, 
2004; Brower GL y col 2006).   
El corazón es uno de los órganos blanco muy afectado en la HTA. Las  ratas 
SHR presentan un remodelado cardíaco que involucra la hipertrofia del miocito, así 




colágeno tipo I y la activación de la vía de señalización del TGF- β se encuentran 
aumentados en estos procesos de remodelado cardíaco (Brower GL y col 2006; 
Pravenec M y col 2004). 
En el tejido vascular, las ratas SHR, presentan cambios en el espesor sus capas 
íntima y media, así como en la composición de la matriz extracelular (Brilla CG y col 
1990; Folkow B y col 1973). Por otro lado, estos animales exhiben disfunción 
endotelial, debido a una alteración en el balance entre los factores vasodilatadores y 
vasoconstrictores y un aumento de la actividad simpática (Neves MF y col 2012). Sin 
embargo, a diferencia de lo que ocurre en el hombre, en este modelo genético no se 
generan importantes lesiones en los vasos ya que no generan stroke, así como tampoco 
lesiones ateroescleróticas o trombosis arteriales (Pinto YM y col 1998; Yigal M y col 
1998; Hultström M 2012), lo cual genera ciertas limitaciones para el estudio de estas 
complicaciones.  
Las alteraciones que ocurren en estos animales a nivel renal comprenden la 
disminución de la excreción de electrolitos, del flujo plasmático y de la filtración 
glomerular, acompañados de proteinuria e injuria tisular (Berry C y col, 1976;  Norman 
RAJ y col, 1978; Heeg JE y col, 1987; Lafayette RA y col, 1992). En estos animales  el 
desarrollo de daño glomerular y tubular es secundario a un aumento en la presión 
glomerular en la corteza yuxtamedular y comienzan a ser morfológicamente evidentes 






1.2.1 Ratas espontáneamente hipertensas. Diferencia entre sexos 
 
Al igual que en los humanos, las ratas SHR machos y hembras presentan 
diferencias en sus valores de PA, siendo mayores en los machos respecto a las hembras 
de la misma edad. Varios son los mecanismos involucrados en estas diferencias de sexos 
en los animales SHR. En un principio se puede interpretar como un proceso relacionado 
a diferencias hormonales, en donde juegan un papel importante los andrógenos y los 
estrógenos (Reckelhoff J 2001). Con respecto a esto, estudios de reactividad vascular en 
la arteria aorta demostraron diferencias de sexo en la función endotelial en ratas SHR. 
Las hembras SHR presentarían una mejor función endotelial, ya que se encontrarían 
más beneficiadas por una mayor liberación de sustancias vasodilatadoras dependientes 
del endotelio y una menor liberación de sustancias vasoconstrictoras. Este podría ser 
otro mecanismo involucrado en las diferencias entre sexos observado en la regulación 
de la PA en este modelo de HTA, efectos que se adjudican en parte a los estrógenos 
(Kauser K y col 1995). Mientras que por otro lado, un posible mecanismo propone que 
los andrógenos, mediante la vía de la Ang II, podrían inducir un aumento de estrés 
oxidativo y de la vasoconstricción renal, lo cual conduciría a mayores valores de PA 
(Reckelhoff J 2001), colaborando con la diferencias entre sexos que se observan en este 
modelo. 
 
Hasta el momento, no se ha estudiado la implicancia y relevancia de los PNs en 
las diferencias de sexos halladas en este modelo de HTA. Sin embargo, el ANP presenta 
una relación estrecha con los estrógenos. Babiker y col mostraron que los efectos 
antihipertróficos del 17β-estradiol (E2) involucran un aumento de la expresión de ANP, 
un incremento de la guanosina nucleótido monofosfato cíclico (GMPc) y la activación 
de proteín-kinasas dependientes de cGMP (PKG) (Babiker y col 2004). Por otro lado, 
estudios en ratas mostraron que los receptores de ANP se encuentran colocalizados en la 
aurícula con los receptores para estrógenos (Back y col 1989) y que el tratamiento con 
estrógenos afecta la expresión genética y la síntesis de ANP (Jankowski y col 2001). 
Estos datos nos darían un indicio sobre los probables efectos beneficiosos de este 
péptido en la fisiopatología de la HTA, así como podría estar involucrado en las 




1.3 Péptidos natriuréticos 
 
A principio de los años 80´s de Bold y colaboradores observaron que al 
administrar una infusión de extractos de aurícula cardíaca en una rata, se producía de 
forma inmediata un aumento de la diuresis y de la natriuresis, que se acompañaba de la 
disminución en la PA (de Bold AJ y col 1981). Algunos años después, Lang y 
colaboradores observaron un aumento de los niveles de ANP luego de inducir un 
aumento rápido del volumen intravascular en las ratas (Lang y col 1985), confirmando 
de esta manera la hipótesis generada anteriormente por de Bold. 
Luego del descubrimiento del ANP, se identificaron otros miembros de esta 
familia de PNs: péptido natriurético cerebral o BNP y por último el péptido natriurético 
tipo C (CNP). 
Como se observa en la figura 1.4, los tres PNs presentan un anillo formado por 
17 aminoácidos, estabilizado por un puente disulfuro. Esta estructura es crítica para su 
unión con los receptores natriuréticos y se encuentra altamente conservada entre los 
distintos PNs. A su vez, estos péptidos presenta dos colas terminales de aminoácidos 
que se diferencian por sus diferentes longitudes y composiciones. El CNP, sin embargo, 
es el único cuyo anillo de 17 aminoácidos carece de una cola en la porción carboxi-
terminal (Arjamaa O 2014).  
                                      
  
 
Figura 1.4: Representación esquemática de la estructura primaria de los péptidos 
natriuréticos. Los círculos violetas representan la secuencia de aminoácidos que es 





El ANP y el BNP son producidos principalmente en las aurícula y los ventrículos 
cardíacos; ambos están presentes en la circulación y tienen influencia directa sobre la 
PA y la homeostasis de los fluidos corporales (Pandey KN 2008). El principal estímulo 
para la liberación del ANP es la distensión de la aurícula, como consecuencia del 
aumento del volumen intravascular (Kone BC 2001). Como se observa en la tabla 1.1, 
existen otros estímulos para la liberación de este péptido, como la Ang II, las ET1s, y la 
inmersión acuática (Stocks JM y col, 2004). La expresión del BNP, tanto a nivel 
auricular como ventricular, es inducida dentro de la hora de distención miocárdica 
secundaria al incremento del volumen venoso o al aumento de la PA (Casserly B y 
Klinger JR 2009). 
El CNP se expresa marcadamente en el cerebro pero también en las células del 
endotelio vascular y en otros tejidos. A diferencia de los otros péptidos, el CNP no se 
almacena en gránulos y su secreción es estimulada por factores de crecimiento y fuerzas 
de rozamiento (Suga S y col 1992; Suga S y col 1993; Chun TH y col 1997) (Tabla 1.1).  
 
 
Péptido  Origen Estímulo  
ANP Aurícula, ventrículo, riñón. Distensión auricular, ET1, 
vasopresina, inmersión en 
agua. 
BNP Ventrículo y aurícula 
cardiaca.  
Expansión de volumen 
ventricular, sobrecarga de 
presión. 
CNP Sistema nervioso central, 
endotelio vascular, riñón, 
corazón y pulmones 
Distensión vascular, TNα, 
TGF-β, IL-1 
 
Tabla 1.1: Péptidos Natriuréticos: lugar de síntesis y estímulos principales para su 
liberación. TNF-α: factor de necrosis tumoral α, TGF-β: factor de crecimiento tumoral 







Los PNs son depurados del plasma, mediante su excreción en la orina y  la bilis, 
y por los siguientes mecanismos de degradación:  
- por internalización mediada por el receptor natriurético tipo C (NPR-C) y posterior 
degradación lisosomal (Brandt RR y col 1995; Palmer SC y col 2009; Potter LR 2011);  
- por degradación enzimática mediada por la endopeptidasa neutra (NEP), también 
conocida como neprilisina, enzima zinc-dependiente presente en el plasma y en la 
membrana plasmática de las células endoteliales (Smith MW y col 2000); 
- Una vez en el interior celular, la enzima que degrada insulina (IDE), otra métalo-
proteasa dependiente de zinc, puede continuar el clivaje del péptido (Muller D y col 
1992; Ralat LA y col 2011). 
 
1.3.1 Receptores natriuréticos 
 
Como se observa en la Figura 1.5, los PNs  interactúan con 3 tipos de 
receptores: NPR-A, NPR-B y NPR-C que se encuentran en diversos tejidos. 
El subtipo NPR-A es activado preferencialmente por el ANP y el BNP, mientras 
que el CNP estimula selectivamente al NPR-B. A su vez,  los tres PNs son capaces de 
unirse con afinidad similar al NPR-C (Tabla 1.2, Figura 1.5). 
  Los receptores NPR-A y NPR-B ejercen su mecanismo de acción mediante la 
activación de una guanililciclasa (GC). Mientras que la activación del NPR-C 
disminuyen los niveles de adenosina nucléotido monofosfato cíclico (AMPc) al inducir 






Receptor Ligando Distribución tisular 
NPR-A ANP, BNP Riñón, glándula adrenal, corazón, 
pulmón, glándula pituitaria, placenta, 
testículos, timo, lecho vascular, hígado, 
íleo. 
NPR-B CNP Glándula adrenal, cerebro, cartílago, 
fibroblastos, corazón, pulmón, ovario, 
glándula pituitaria, placenta, testículos, 
timo, lecho vascular. 
NPR-C ANP, BNP, CNP Riñón, corazón, cerebro, hígado, lecho 
vascular, intestino 
 
Tabla 1.2: Distribución tisular y ligandos de los receptores NPR-A, NPR-B y NPR-C. 
(Adaptado Pandey KN 2014).              
 
1.3.1.1 NPR-A y NPR-B: Receptores acoplados a la guanilil ciclasa 
 
Como se observa en la Tabla 1.2, los receptores NPR-A y NPR-B se encuentran 
ampliamente distribuidos en numerosos tejidos. Estos receptores son dos de los cinco 
receptores transmembrana con actividad GC identificados en humanos. Cuando los PNs 
se unen a estos receptores inducen la activación de la GC y la consecuente síntesis de 
GMPc, la cual puede unirse a tres tipos de proteínas: las PKG, las fosfodiesterasas 
(PDEs) y los canales iónicos activados por nucleótidos cíclicos (CNG), (Figura 1.5). 
(Lowe DG y col 1989; Schulz S y col 1989; Nagase M y col 1997, Beltowski J y 
Wojcicka G 2002; Pandey KN 2014). 
Los receptores natriuréticos asociados a GC tienen una estructura similar a los 
receptores de los factores de crecimiento, consistente en un dominio extracelular de 
unión al ligando de aproximadamente 450 aminoácidos, un sector transmembrana 
hidrofóbico de 20 a 25 residuos, y un dominio intracelular de aproximadamente 570 
aminoácidos. En el extremo carboxi-terminal de este último se encuentra el dominio de 






La interacción de los PNs con el receptor NPR-A, según su afinidad, es la 
siguiente (Suga S y col 1992):  
 
                                   NPR-A         ANP ≥ BNP >> CNP  
 
Mientras que la afinidad de los PNs por el receptor NPR-B es (Suga S y col 
1992):  
NPR-B       CNP  ANP  BNP  
 
1.3.1.2 Receptor natriurético NPR-C 
 
El dominio extracelular del NPR-C tiene una similitud del 30% con el NPR-A y 
el NPR-B (Van den Akker F 2001). Por el contrario, el dominio intracelular posee sólo 
37 aminoácidos, sin actividad GC (Fuller F y col 1988). Este receptor es considerado un 
receptor de clearence o depuración, cuya función es remover los PNs de la circulación 
mediante la internalización mediada por el receptor y su posterior degradación (Jaubert 
J y col 1999; Matsukawa N y col 1999). Actualmente se conocen otras propiedades de 
este receptor, como la inhibición de la AC, mediante una proteína G inhibitoria (Gi), que 
produce como resultado una disminución de la producción de AMPc. El NPR-C 
también puede promover el turnover del fosfatidil inositol mediante la activación de 
fosfolipasa C, lo que resulta en el aumento de la concentración de inositol 1,4,5 
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Potter y col 2006; Anand-Srivastava MB 2005). 
Este receptor presenta una distribución y abundancia en los diferentes tejidos 
que es mayor que los receptores asociados a GC. En la Tabla 1.2 se puede observar la 
distribución de este receptor en los diferentes tejidos (Anand-Srivastava MB 2005). 
 
La afinidad de los PNs por el NPR-C es (Bennett BD y col 1991; Suga S y col 
1992):  
 





















Figura 1.5: Péptidos Natriuréticos y sus receptores. Los PNs actúan sobre la célula 
target mediante receptores NPRA y B acoplados a guanililciclasa (GC). Se muestra el 
efecto biológico generado por cada receptor mediante la vía de GMPc, involucrando 
proteínquinasa G (PKG), fosfodiesterasas (PDE) y canales iónicos activados por 
nucleótidos cíclicos (CNG). Se muestra el efecto generado por la activación del receptor 
NPR-C, inhibiendo la adenililciclasa (AC) y reduciendo los niveles de AMPc. 
(Adaptado de Volpe M  y col 2013 y Arjamaa O 2014). 
PKG 
-Natriuretico (NPR-A) 
-Inhibición SRAA (NPR-A) 
































































1.3.2 Péptido natriurético atrial 
 
El ANP es un péptido de 28 aminoácidos que presenta un anillo de 17 
aminoácidos unidos por una ligadura disulfídica entre dos residuos de cisteína en 
posiciones 7 y 23, y una extensión terminal carboxilo que le confiere la actividad 
biológica. EL ANP deriva de un péptido precursor que es el pre-proANP, que en los 
humanos consta de 151 aminoácidos. Su posterior clivaje produce un péptido de 126 
aminoácidos que se denomina proANP1-126 y es la forma en la que se almacena en 
gránulos en las aurículas (Brenner BM y col 1990). El pro-ANP al ser liberado de sus 
gránulos es rápidamente clivado por una serina-proteasa cardíaca denominada corina, 
formando el péptido biológicamente activo de 28 aminoácidos (Yan W y col 2000), 
(Figura 1.6). 
En el corazón de un individuo adulto, la aurícula cardíaca es el lugar de mayor 
expresión para el ARN mensajero del ANP, siendo los niveles de este péptido en el 
ventrículo aproximadamente del 0.5-3% de los encontrados en la aurícula 
(Ruskoaho,1992). La concentración de ANP en sujetos sanos es de 9600 pmol/g en la 
aurícula y de 37 pmol/g en el ventrículo (Ogawa T and de Bold AJ 2014), y se elevan 
entre 10 a 30 veces en pacientes con insuficiencia cardíaca congestiva (Cody RJ y col 
1986; Mukoyama M y col 1991). Fuera del corazón se detectó el ARN mensajero 
específico para ANP en pulmón, cerebro, tracto gastrointestinal, timo, CMLV, células 
endoteliales y células inmunológicas (Rubattu S y col 2010).  
El principal estímulo para la liberación aguda de este péptido por el corazón es 
la distensión de la pared cardíaca (Wilkins y col 1997; Ogawa T y de Bold AJ 2014). 
Sin embargo, la secreción de ANP se encuentra inducida por otros numerosos factores, 
que incluyen el ejercicio, la hipoxia, la isquemia miocárdica y diferentes moléculas 
como la AngII, la ET1 y la fenilefrina (Ogawa T y de Bold AJ 2014). Estos estímulos 
podrían estar mediando la liberación de este péptido durante distensión miocárdica, 
promoviendo que el proANP1-126  se divida en el fragmento NH2 terminal denominado 
proANP1-98 y un fragmento carboxi terminal denominado proANP98-126. Este último es 
el péptido denominado ANP,  el cual es considerado la hormona biológicamente activa  








Figura 1.6. Representación esquemática de la estructura del ANP, el proceso de clivaje y  
su degradación. (Adaptado de Volpe M y col, 2013) 
 
Numerosos efectos del ANP se encuentran mediados por los receptores 
natriuréticos NPR-A y NPR-B acoplados a la GC. La interacción del ANP con estos 
receptores, principalmente con su unión al NPR-A, produce los ya conocidos efectos 
natriuréticos, diuréticos y de vasodilatación, además de otros como la inhibición de la 
liberación de renina, vasopresina y aldosterona. De este modo, el ANP contribuye a la 
reducción de la resistencia vascular periférica y presenta un papel fundamental en la 
homeostasis de la PA, así como en el balance de sal y agua (Potter y col 2006).  
Además existe evidencia de que el ANP posee efectos antihipertróficos, 
antifibróticos, antiinflamatorios y que contrarresta el daño celular producido por estrés 
oxidativo a nivel cardiovascular y renal. Se ha propuesto que realizaría estas acciones 
mediante un mecanismo dependiente de la vía NPR-A/cGMP, inhibiendo la cascada de 
señales del TGF-β y la actividad del SRAA, entre otros sistemas (Nishikimi y col 2006; 






1.3.2.1 Efectos del ANP sobre el riñón 
 
Los efectos renales del ANP no sólo involucran cambios hemodinámicos sino 
también la reducción de la secreción de renina y la inhibición de la reabsorción de sodio 
y agua a través de acciones directas sobre las células de los túbulos colectores de la 
médula profunda (Sonnemberg H y col 1986). Los efectos diuréticos y natriuréticos 
dependiente de ANP se encuentran mediados exclusivamente por NPR-A, ya que se 
observó que en los ratones knock-out para este receptor estos efectos se pierden 
completamente (Kishimoto I y col 1996).  
En el riñón, este péptido induce un aumento del filtrado glomerular, que es 
secundario a la vasodilatación de las arteriolas aferentes y a la vasoconstricción de las 
arteriolas eferentes glomerulares, lo que conlleva a un aumento de la presión 
hidrostática en el interior de los capilares (Stockand  y col 1997). Sumado a esto existe 
evidencia de que el ANP ejerce su conocido efecto diurético mediante la incorporación 
de aquaporinas-2 en la membrana apical del túbulo distal (De Vito P 2014). 
Por otro lado, el efecto natriurético del ANP se debe a la inhibición del 
intercambiador Na+/H+ en el túbulo proximal y del cotransportador Na+/Cl- en el túbulo 
distal, así como a la inhibición de los canales de Na+ en el túbulo colector. Sin embargo 
existen evidencias de que parte del efecto natriurético del ANP sería secundario a la 
inhibición de la Ang II y sus efectos sobre el transporte tubular de sodio (Gracia NH y 
col 1995). El efecto natriurético provocado por concentraciones fisiológicas de ANP no 
está asociado al aumento de la filtración glomerular, sino al efecto directo del péptido 
sobre el túbulo renal. En túbulos colectores de la médula renal profunda el ANP no sólo 
inhibe la reabsorción de Na+, sino que también estimula su secreción (Sonnenberg H y 












Figura 1.7: Efectos del ANP en el tejido renal. PKG: proteín-kinasas dependientes de 




1.3.2.2 Efectos del ANP sobre el corazón 
 
EL ANP y el BNP actúan como hormonas circulantes y también sobre el corazón 
que es su lugar de síntesis (Gardner y col 1986). Lin X y col observaron que los 
miocitos cardíacos expresan el receptor NPR-A, mientras que los fibroblastos cardíacos,  
expresan tanto NPR-A como NPR-B, y los tres PNs producen un aumento de los niveles 
de GMPc en los fibroblastos cardíacos (Lin X y col 1995). Unos años después de este 
descubrimiento, Calderone y col observaron que el ANP inhibe el crecimiento de los 
cardiomiocitos y los fibroblastos inducidos por la norepinepfina (Calderone A y col, 
1998). Si sumamos a esto el hecho de que el ANP inhibe la síntesis de colágeno en 
fibroblastos cardíacos (Nishikimi y col 2006), estos resultados sugieren mecanismos 
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probable por los cuales el ANP ejerce su efecto sobre el remodelado cardíaco (Figura 
1.5).  
 Estudios experimentales realizado en ratones knockout para NPR-A, así como 
para ANP,  demostraron que estos animales desarrollan una severa hipertrofia cardíaca, 
sugiriendo que el sistema ANP/NPR-A presenta efectos antihipertróficos a nivel 
cardíaco (Oliver PM y col 1997; Franco F y col 1998; Kishimoto I y col 2009). Con el 
objetivo de dilucidar si la marcada hipertrofia cardiaca, que presentaban estos ratones 
knockout, era secundaria a la prolongada exposición a niveles altos de PA o a la falta de 
acción a nivel local del ANP,  Knowles y col estudiaron animales knockout para el gen 
NPR-A tratados con enalapril (fármaco antihipertensivos que inhibe la enzima 
convertidora de angiotensina) desde el nacimiento. Estos animales presentaban valores 
normales de PA pero desarrollaban hipertrofia cardíaca (Knowles y col 2001), 
demostrando que el ANP juega un papel importante en el remodelado cardíaco 
independientemente de los efectos que presenta sobre la PA. 
 El estrés oxidativo se encuentra involucrado en los procesos de hipertrofia y 
apoptosis cardíaca, siendo el incremento de la concentración de anión O2
.- un factor 
clave en la patogenia de la insuficiencia cardíaca (Siwick DA y col 1999). El ANP 
ejerce sobre el cardiomiocito efectos protectores contra el estrés oxidativo. En estudios 
clínicos se demostró que la infusión de ANP generó efectos antioxidantes mediante la 
reducción en los niveles de anión O2
.- (Shono M y col 2007). 
 
 
1.3.2.3 Efectos del ANP sobre el sistema vascular 
  
El ANP  presenta un efecto vasodilatador cuando interactúa con los receptores 
NPR-A que se encuentran en las CMLV (Hoiltwick y col 2002). Por otra parte, el 
incremento en los niveles de GMPc como consecuencia de la activación de este 
receptor, se encuentra involucrado en los efectos antiproliferativos que presenta el ANP 
a este nivel (Chopra S y col 2013). 
 Por otra parte, se ha demostrado también que el ANP también regula la 
permeabilidad vascular al actuar sobre los receptores NPR-A del endotelio (Kuhn M 
2012). En este sentido se ha descripto que el ANP incrementa la permeabilidad de la 
célula endotelial en diferentes situaciones fisiológicas y de esa manera reduce la PA 




independiente de sus efectos natriuréticos (Chen W y col 2012)  Sabrane y col 
observaron que los ratones knockout para NPR-A a nivel de la célula endotelial 
conservaban el efecto vasodilatador en respuesta a ANP, pero sin embargo estos 
animales generan hipertensión e hipertrofia cardíaca (Sabrane y col 2005). (Figura 1.8).  
Por otro lado, el ANP presenta efectos antioxidantes, que involucran la 
inhibición de la actividad de fosfolipasa D, así como la reducción del pH y del 
contenido de calcio intracelular. La administración de ANP a dosis farmacológicas, a 
través de la vía NPR-A/GMPc, contrarresta el daño vascular generado por el estrés 
oxidativo (De Vito P 2010). 
 
 
Figura 1.8: Efectos citoprotectores del ANP en los miocitos cardíacos, las CMLV y las 
células endoteliales. (Adaptado de De Vito P 2014). 
 








1.3.2.4  ANP: Diferencias entre sexos 
 
Es conocido que los estrógenos tienen influencia sobre procesos fisiológicos y 
fisiopatológicos del sistema cardiovascular. Los estrógenos interaccionan con los 
receptores α (ERα) y β (ERβ) que son miembros de la familia de receptores nucleares. 
Los receptores de estrógenos se encuentran ampliamente distribuidos y al ser activados 
regulan la expresión de ANP (Babiker FA y col 2004). Además,  existe evidencia de que 
los receptores de estrógenos se encuentran colocalizados junto con los receptores de 
ANP en los miocitos de aurícula cardíaca de ratas (Back H y col 1989).  
En ratones knock out para NPR-A, los machos presentan mayor hipertrofia 
cardíaca que las hembras (John SW y col 1995; Oliver PM y col 1998), sugiriendo una 
interacción entre el ANP y los estrógenos en la prevención de la hipertrofia cardíaca. 
Belo y col. observaron que el ANP se encontraría involucrado en la reducción de la PA 
inducida por estradiol en las ratas SHR (Belo NO y col 2004). En un estudio reciente 
realizado en ratas SHR ovariectomizadas, el mismo grupo de trabajo observó que el 
tratamiento con estradiol benzoato no sólo reduce la PA, sino que aumenta la expresión 
y síntesis de ANP en aurícula cardíaca (Firmes LB y col 2013).  
Estos estudios experimentales se correlacionan con datos de estudios clínicos en 
donde observaron que las mujeres sanas  presentan concentraciones más elevadas tanto 
de ANP como de BNP al compararlas con los hombres (Jensen KT y col 1997; Del Ry S 
y col 2000). En otros estudios realizados en pacientes postmenopáusicas observaron que 
la terapia de reemplazo hormonal con estrógenos exógenos disminuye la PA 







1.4 El sistema del NO 
 
1.4.1. Síntesis de NO y estructura de las NOS 
 
El factor de relajación derivado del endotelio fue descripto por primera vez en 
1980, y más adelante el mismo fue identificado como el NO. Desde su descubrimiento, 
se ha comprobado la participación del NO en innumerables procesos fisiológicos y 
patológicos. 
El NO es un gas lipofílico e hidrosoluble, altamente difusible y reactivo, que se 
sintetiza a partir del aminoácido L-arginina mediante una reacción catalizada por la 
NOS, en presencia de diversos cofactores (Figura 1.9). 
 
Figura 1.9: Síntesis de NO a partir de L-arginina. Nicotinamida dinucleótido fosfato 
reducido (NADPH), flavina mononucleótido (FMN), flavina adenina dinucleótido 
(FAD), 5, 6, 7, 8-tetrahidrobiopterina (BH4). 
 
La NOS pertenece a la familia de óxido-reductasas. Se han descripto tres 
isoformas de la NOS: endotelial (eNOS o NOS-III), neuronal (nNOS o NOS-I) e 
inducible (iNOS o NOS-II), que se expresan en numerosos tejidos, incluido el endotelio, 
las CMLV, segmentos específicos del nefrón y el corazón (Förstermann U y col 1991; 
Ortiz P y Garvin J 2002; Kone BC  2001). Más aún, se ha demostrado la existencia de 
una NOS mitocondrial en muchos tejidos, que sería una variante de la nNOS que ha 
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sufrido fosforilación y miristilación en su extremo carboxi-terminal (Elfering SL y col, 
2002). 
 
Como se puede observar en la figura 1.10, la NOS presenta dos subunidades 
idénticas que son catalíticamente activas, sólo, en forma dimérica. Cada subunidad de la 
NOS tiene dos dominios catalíticos: el dominio C-terminal reductasa con los sitios de 
unión para el NADPH, la flavina mononucleótido (FMN) y la flavina adenina 
dinucleótido (FAD), y el dominio N-terminal oxigenasa con los sitos de unión para el 
grupo hemo, la 5, 6, 7. 8-tetrahidrobiopterina (BH4), el oxígeno y la L-arginina. Todas 
las isoformas contienen zinc formando parte de su estructura (Tengan CH y col 2012). 
 Ambos dominios están ligados mediante el sitio de reconocimiento para la 
CaM. Los monómeros de la NOS son capaces de transferir electrones desde el NADPH 
hacia el FAD y el FMN y poseen una capacidad limitada de reducir el oxígeno 
molecular a anión superóxido (O2
•-). Tanto las subunidades como los dominios 
reductasa per pueden unirse a la calmodulina (CaM), incrementando la transferencia de 
electrones en el dominio reductasa. Los monómeros de la NOS, de forma independiente, 
no pueden unir el cofactor BH4 o el sustrato L-arginina, y no pueden catalizar la síntesis 
de NO (Förstermann U y Sessa WC 2012). En presencia de un grupo hemo, los 
monómeros forman el dímero funcional de la NOS y su presencia es esencial para la 
transferencia de electrones. Durante la reacción de formación de NO existe un 
transporte de electrones mediado por flavinas desde el NADPH en el dominio C-
terminal al grupo hemo del extremo N-terminal, donde el oxígeno es reducido e 
incorporado al grupo guanidina de la L-arginina, dando lugar a la generación de NO y 





Figura 1.10: a) Figura esquemática de la conformación dimérica de la NOS  con las dos 
subunidades idénticas unidas por el dominio oxigenasa (verde) b) Principal estructura 
de las 3 isoformas de la NOS. Calmodulina (CAM), Nicotinamida dinucleótido fosfato 
reducido (NADPH), flavina mononucleótido (FMN), flavina adenina dinucleótido 
(FAD), 5, 6, 7, 8-tetrahidrobiopterina (BH4), arginina (Arg). (Adaptado de Tengan CH y 
col 2012) 
 
1.4.2 Regulación de las NOS 
 
Las tres isoformas de la NOS se expresan de manera diferentes. Las isoformas 
nNOS y eNOS son expresadas constitutivamente y su actividad depende de la 
concentración intracelular de Ca2+, ya que requieren del complejo Ca2+-CaM para 
activarse. Particularmente, la actividad de la eNOS está regulada por varias kinasas, y la 
fosforilación en el residuo Ser1177, cercano al carboxilo-terminal, es crítica para su 
activación (Mattila JT y Thomas AC 2014).  
 
La isoforma  iNOS no se expresa constitutivamente en las células y se encuentra 
predominantemente regulada a nivel transcripcional mediante estímulos 




proinflamatorios como el lipopolisacárido de E. coli y por citoquinas inflamatorias 
como la IL-1, el TNF, el interferón-γ (IFN-γ) (Moncada S, 1991; Kosaka H y cols, 
2003). Por otra parte, la interacción de la iNOS con diferentes proteínas (kalirin, la 
proteína 110 de macrófagos, proteína rac2) puede también modular su actividad 
(Alderton WK y col 2001; Kone BC y col 2003, Förstermann U y Sessa WC 2012). La 
iNOS se une al complejo Ca2+-CaM de manera irreversible y con alta afinidad, aún a 
bajas concentraciones de calcio, por lo que en este caso el Ca2+ intracelular no es un 
factor limitante para la actividad de la enzima inducible (Mount PF y Power DA 2006) 
Esta enzima tiene la  capacidad de producir mayores cantidades de NO en comparación 
con las otras dos isoformas (Alderton WK y col 2001; Mount PF y col 2007). 
La disponibilidad de sustratos y cofactores, como la L-arginina, la BH4 y el 
NADPH, así como los cambios en el pH intracelular, son importantes reguladores de la 
actividad de estas enzimas (Herrera M y Garvin JL 2005).  Además de requerir 
cofactores y sustratos enzimáticos, las enzimas nNOS y eNOS se encuentran reguladas 
por una variedad de mecanismos post-traduccionales que incluyen fosforilación, 
palmitoilación y miristoilación (Matilla JT y Thomas AC 2014). 
 
1.4.3 Acciones celulares del NO 
 
Los efectos directos se deben a reacciones químicas en las que bajas 
concentraciones de NO (<1 μM), generadas por la eNOS y la nNOS, reaccionan rápida 
y directamente con sus blancos biológicos y cumplen funciones reguladoras. El NO 
generado actúa sobre la GC soluble o citosólica, induciendo la producción de GMPc, lo 
que permite controlar la actividad de canales iónicos o transportadores, de PDEs y de 
proteínas kinasas (Alderton WK y col 2001). El incremento en los niveles de este 
segundo mensajero, así como el inducido por el ANP, a través de la GC particulada o de  
membrana, conduce a una disminución de los niveles de calcio intracelular mediante 
múltiples y complejos mecanismos (Potter LR y col 2006). Esta disminución produce 
vasorelajación, con lo cual el NO juega un papel importante manteniendo el tono 
vascular.   
El NO también puede activar directamente canales de potasio, regulados por 
calcio, por voltaje o por adenosina nucleótido trifosfato (ATP). Por otra parte, el NO 




en cadena de peroxidación lipídica (Alderton WK y col 2001). A través de estos 
mecanismos el NO promueve sus acciones vasorelajantes, antiproliferativas y 
antioxidantes a nivel cardiovascular y renal.  
Las acciones indirectas del NO están relacionadas con su reactividad con el 
oxígeno y el anión O2
•-. En soluciones acuosas el NO reacciona con el oxígeno y origina 
NO2
-, los que se oxidan a NO3
-, y constituyen el producto final de la degradación del 
NO. Durante esta reacción se forman intermediarios, como el trióxido de dinitrógeno 
(N2O3) u otras especies relacionadas, que pueden nitrosar eficientemente tioles o aminas 
celulares localizados estratégicamente en el sitio alostérico o en el sitio activo de 
factores de transcripción, enzimas, receptores, canales y transportadores iónicos (estrés 
nitrosativo), (Katrina M y col 2000). 
El NO también reacciona de manera muy rápida con el O2
•- para producir 
peroxinitrito, producto con gran capacidad de oxidar tioles y bases del ADN, además de 
iniciar la peroxidación de lípidos. Estas consecuencias derivadas del NO contribuyen al 
estrés oxidativo y representan importantes mecanismos por los cuales el NO ejerce sus 
efectos fisiopatológicos y la respuesta inmune frente a agentes patógenos. La iNOS se 
encuentra involucrada en estas acciones dado que es capaz de producir elevadas 
concentraciones de NO (> 1 μΜ) durante periodos prolongados de tiempo (Lewis RS y 
col 1995; Katrina M y col 2000).  
Por otra parte, el estrés oxidativo puede promover el desacople de la eNOS, 
transformando a la enzima responsable de la síntesis de NO en una enzima que sintetiza 
O2
•-. Los mecanismos implicados en este desacople de la eNOS, pueden observarse en  
la Figura 1.11, e incluyen la oxidación del cofactor BH4, la depleción de L-arginina y la 
sobreexpresión de la enzima dimetilarginina asimétrica (ADMA) que actúa como un 









Figura 1.11: Mecanismos involucrados en el desacople de la NOS. SOD: superóxido 
dismutasa; PKC: proteína kinasa C; NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato 
reducido; NADP+: nicotinamida dinucleótido fosfato oxidado; FMN: flavin 
mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; CaM: Calmodulina; O2
•-: anión 
superóxido; Zn: ión zinc; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina. (Adaptado de 





1.4.4 Funciones cardiovasculares y renales del NO 
 
1.4.4.1 Efectos del NO en el tejido renal 
 
EL NO juega un papel fundamental en la regulación de la función renal y en el 
control a largo plazo de la PA (Herrera L y Garvin JL 2005). En el riñón, la isoforma 
endotelial de la NOS se expresa en las arterias intrarenales, capilares glomerulares, 
arteriolas aferente y eferente, en la vasa recta, en glomérulos, túbulo proximal y 
colectores. Mientras que la isoforma nNOS se expresa en las fibras nerviosas del tejido 
conectivo perivascular, en la mácula densa, en los túbulos colectores corticales y en la 
porción delgada del asa de Henle. La isoforma iNOS se expresa a lo largo de los túbulos 
renales, en especial alrededor de la parte gruesa ascendente del asa de Henle (Mattson 
DL y Higgins DJ 1996; Ni Z y Vaziri ND 2001).  
El NO participa directamente en los mecanismos renales que regulan  la diuresis 
y natriuresis, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (Kone BC 2004), 
mediante la regulación de la reabsorción tubular de Na+ o a través de la modulación del 
flujo sanguíneo en la médula renal (Herrera L y Garvin JL 2005). EL NO regula el flujo 
de sangre a nivel renal en parte mediante la vasodilatación de la arteriola aferente y de 
esta manera aumenta el filtrado glomerular (Gabbai  FB y Blantz RC 1999). Estos 
efectos se reflejan en estudios experimentales donde se observó que la inhibición de la 
NOS lleva aparejado una disminución del volumen urinario y la excreción de NaCl 
(Herrera L y Garvin JL 2005). Sumado a esto, el NO sintetizado a nivel yuxtaglomerular 
modula la secreción de renina  (Schnackenberg CG  y col 1997).  
 
1.4.4.2 Efectos del NO en el  corazón 
 
Por otra parte, las tres isoformas de la enzima NOS han sido identificadas en el 
corazón. El NO es un importante regulador de la actividad cardíaca a través de 
mecanismos vasodependientes o directamente actuando sobre el miocardio y puede ser 
producido por prácticamente todas las células del corazón (Herring N y col 2002).  
La administración exógena de NO genera en el corazón un efecto inotrópico 
negativo, mediado por la activación de la vía GMPc-PKG que induce una disminución 




efectos dependientes e independientes de GMPc. El NO que deriva de la eNOS se 
encuentra acoplado a la vía de señalización GMPc-PKG y de esta manera regula la 
función cardíaca. Sin embargo los trabajos que han investigado los efectos del NO sobre 
la función contráctil muestran resultados controvertidos. Los efectos inotrópicos del NO 
dependerían de la dosis y de la especie en que se realizan los experimentos, mostrando 
efectos positivos o negativos tanto en estudios in vivo como in vitro (Vila-Petroff MG y 
col, 1999; Soliman M 2013). 
El NO derivado de la nNOS y de la eNOS es uno de los factores que contribuye 
a la regulación de la frecuencia cardíaca. Existen evidencias que muestran que en el 
corazón de rata y de conejo, el NO de origen neuronal inhibe la liberación de 
noradrenalina de las terminales nerviosas simpáticas, alterando la frecuencia cardíaca y 
la fuerza de contracción (Schwarz P y col 1995; Ramchandra R y col 2003).     
 
1.4.4.3 Efectos del NO en el sistema  vascular 
 
EL NO presenta múltiples funciones a nivel vascular. Mantiene el tono vascular 
mediante la relajación de las CMLV. EL NO producido por la eNOS, difunde a través de 
la célula endotelial hacía la CMLV, en ésta activa la GC soluble generando un aumento 
de GMPc que modula directa e indirectamente numerosos blancos, incluyendo 
proteinkinasas, PDEs, tirosinkinasas, tirosinfosfatasas y canales iónicos. La PKG activa 
la fosfatasa de cadena liviana de miosina que desfosforila la miosina del musculo liso. 
Este proceso anula la contracción tónica, lo que resulta en vasodilatación (Dudzinski 
D.M y col 2006). 
EL NO también presenta otros efectos que son importantes para mantener la 
homeostasis vascular. El NO inhibe la proliferación de las CMLV, la agregación 
plaquetaria, la adhesión de plaquetas y monocitos al endotelio, la oxidación de 
lipoproteínas de baja densidad y la expresión de células de adhesión y ET1 (Kang K 
2014). 
Existen estudios que vinculan la fisiopatología de la HTA con deficiencias en la 
vía NO/GMPc, así como también, en la del ANP/GMPc. Algunos autores correlacionan 
los altos niveles de presión en las ratas SHR con alteraciones en los receptores NPR-A o 
la sobreexpresión del NPR-C (Woodard GE 2002; Lee J y col 1999). Por otro lado, está 




disponibilidad del NO (Kojsova S y col 2006). También se postulan alteraciones en la 
expresión de las diferentes isoformas de la NOS o de las caveolinas, proteínas 
reguladoras de la actividad de la enzima (Woodard GE y col 2002; Chou TC y col 
1998).  
 
1.4.5 NO: Diferencias de sexo. 
 
Tanto estudios clínicos como realizados en modelos animales demostraron que 
los estrógenos son importantes moduladores del tono vascular, así como de la 
resistencia arterial. Se observó que disminuyen la PA, mejoran el daño producido sobre 
las arterias y el corazón en los modelos de HTA, y previenen la hipertrofia cardíaca 
(Pedram A y col 2008).  
Estos efectos estarían relacionados con que los estrógenos inducen un aumento 
en la producción de NO. Los dos subtipos de receptores para los estrógenos, ERα y 
ERß, expresados en diversos tejidos como el endotelio, el músculo liso vascular, el 
riñón y el corazón, estarían involucrados en el aumento de la producción de NO 
inducido por los estrógenos.  A su vez existe evidencia, in vivo e in vitro, que 
demuestran que los estrógenos tienen efectos tanto sobre la función vascular. En este 
sentido, Guo X y col observaron que los estrógenos, actuando sobre los receptores Erα y 
Erβ de las células endoteliales, generan un incremento en la actividad de la eNOS y una 
mayor producción de NO a este nivel. En los animales knock out para eNOS no se 
observó esta respuesta vascular ante la administración exógena de estrógenos (Guo X y 
col 2005). 
Estos hallazgos indicarían que parte de los efectos antioxidantes, antiapoptóticos 
y antiinflamatorios de los estrógenos en los sistemas cardiovascular y renal estarían 
mediados en parte por el NO (Rakhit RD y col 2001). 
 
1.4.6  El ANP y su interacción con el NO 
 
El ANP  y el NO contribuyen a la regulación de la PA y de la función cardíaca y 
renal, reduciendo el tono vascular y actuando sobre la homeostasis hidrosalina. Las 
acciones cardiovasculares y renales de ambos son fundamentales para la regulación de 




A su vez tanto el ANP cono el NO inducen un aumento de los niveles de GMPc 
tanto en el sistema cardiovascular como renal, pero lo hacen por diferentes medios 
(Figura 1.12), (Buys ES y col 2014). Los efectos celulares del ANP son mediados 
principalmente por una GC particulada o de membrana acoplada a los NPR- A y NPR-B 
(Potter LR y col 2006). El NO, en cambio, se une al grupo hemo de una GC soluble o 
citosólica, con un efecto modulador alostérico sobre la actividad de la enzima, que 
resulta en un aumento de los niveles de GMPc. Este aumento de la producción de 
GMPc lleva a una disminución de los niveles intracelulares de Ca2+ y a una cascada de 
múltiples reacciones (Moncada S y col 1991; Potter LR 2011; Mangiafico S y col 2013).  
 
Figura 1.12: Esquema de la vía de señalización del GMPc activada por el NO y los PNs. 
Los círculos muestran un esquema de la estructura de eNOS, NPRA/B, PKG, PDE y 
GCs. (Adaptado de Buys ES y col 2014). 
 
Por otra parte, estudios in vitro mostraron que la liberación de NO inhibe la 
secreción de ANP en miocitos (Leskinen H y col 1995), mientras que McLay y col 
observaron en cultivos celulares de túbulo proximal renal que el ANP inhibe la actividad 
de iNOS mediante la activación del receptor NPR-C (McLay y col 1995). Sin embargo, 




y/o B del tejido renal resulta en la activación de la NOS (Costa MA y col, 2006; 
Elesgaray R y col 2008).    
El ANP ejerce su efecto hipotensor, diurético y natriurético, en parte, al 
aumentar la producción de NO en el endotelio, el corazón y el riñón, mediante la 
activación de la NOS (Costa MA y col, 2000; Costa MA y col, 2004).  En la aurícula, el 
ANP, a través de su interacción con el receptor NPR-C, acoplado a proteína G, activaría 
la isoforma endotelial Ca2+-CaM dependiente de la NOS, sin modificar la expresión de 
la misma. En ventrículo y riñón, la activación de la NOS también involucraría al 
receptor NPR-A acoplado a GC, aumentando la producción de GMPc y activando PKG 
(Costa MA y col 2004; Costa MA y col 2006; Elesgaray R y col 2008). En ratas SHR, 
también demostramos que la respuesta de la NOS al ANP se encuentra 
significativamente disminuida en los sistemas cardiovascular y renal respecto a las 
normotensas (Costa MA y col 2010; Elesgaray E y col 2012). 
 
El ANP aún no ha encontrado un lugar en los tratamientos farmacológicos de la 
HTA y de las patologías asociadas. Dilucidar sus efectos cardiovasculares y renales en 
modelos de HTA y su relación con otros sistemas reguladores, como el del NO, 
contribuirá al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para tratar o prevenir esta 
enfermedad y las lesiones de órgano blanco asociadas a la misma.  
Por otra parte, los antecedentes descriptos previamente vislumbran interesantes 
diferencias de sexo en los sistemas cardiovasculares y renales relacionados con las 
hormonas sexuales. Es por ello que resulta interesante evaluar si el tratamiento crónico 




















2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 




La HTA es una patología altamente prevalente en la sociedad moderna. A pesar 
de los notables avances en el conocimiento de sus mecanismos etiopatogénicos, existe 
una permanente búsqueda de los factores y mecanismos que se encuentran involucrados 
en su generación y tratamiento.  
Por otra parte, estudios experimentales y clínicos demuestran importantes 
diferencias de sexo en los niveles de PA. Hoy en día es conocido que la mujer en la 
edad reproductiva tiene menor incidencia de HTA que el hombre de su misma edad, sin 
embargo el riesgo de desarrollar esta enfermedad aumenta después de la menopausia. 
Esto indicaría que existe algún tipo de protección que no está presente luego de la 
menopausia. La misma podría estar relacionada con las acciones de los estrógenos sobre 
el sistema cardiovascular, dada su estrecha interacción con el sistema del NO y el ANP. 
En nuestro laboratorio, hace más de 10 años, que estudiamos la relación entre los 
PNs y el sistema del NO en los sistemas cardiovascular y renal de ratas SHR y 
normotensas. Nuestro grupo de trabajo demostró que una infusión aguda con ANP, 
además de su conocido efecto hipotensor, posee efectos cardiovasculares y renales que 
involucran la activación del sistema del NO. Sin embargo, son escasos los trabajos 
experimentales que evalúan los efectos de la administración crónica del ANP sobre 




El tratamiento crónico con ANP disminuye los niveles de PA en ratas SHR 
adultas jóvenes, y puede mejorar y/o prevenir, parcialmente, el daño de los órganos 
blancos asociados a la HTA. El ANP realiza sus efectos beneficiosos sobre el 
remodelado cardiovascular y renal al disminuir la generación de especies reactivas del 
oxígeno, la activación de procesos apoptóticos y el depósito de colágeno intersticial y 
perivascular, así como al estimular el sistema del NO en estos tejidos. 
Las hembras SHR presentan menor PA que los machos, así como menor lesión 
de órgano blanco. Más aún, la administración crónica del ANP tendría efectos positivos 
más importantes sobre la PA y las alteraciones cardiovasculares y renales en las 
hembras que en los machos SHR  
 
 




2.2 Objetivos generales 
 
Con el fin de demostrar la hipótesis planteada, los objetivos generales de este 
trabajo de tesis doctoral fueron: 
 Evaluar los efectos de la administración crónica del ANP sobre el daño 
cardiovascular y renal asociado a  la HTA.  
 Determinar si existen diferencias entre sexos en los efectos cardiovasculares y 
renales del tratamiento crónico con el ANP. 
 
 
2.3 Objetivos específicos  
 
Pare evaluar los efectos cardiovasculares y renales del ANP en un modelo 
animal de HTA, se estudiaron ratas SHR machos y hembras a las que se les administró 
ANP durante 14 días mediante la implantación de bombitas osmóticas subcutáneas.  
 
Los objetivos específicos fueron: 
 Evaluar, en animales SHR de ambos sexos, los cambios inducidos por el 
tratamiento crónico con ANP sobre: 
1)  la presión arterial sistólica (PAS), la diuresis y la natriuresis. 
2) la morfología del ventrículo izquierdo (VI), el tejido renal, la aorta torácica y los 
lechos vasculares renales y coronarios. 
3) los depósitos de colágeno intersticial y perivascular en el corazón, riñón y aorta 
torácica. 
4) la apoptosis del tejido cardiaco y renal. 
5) los sistemas oxidantes y antioxidantes de los tejidos renal y cardíaco. 
6) el sistema del NO cardiovascular y renal. 
 
 Determinar si existen diferencias de sexo en los efectos del tratamiento crónico 




































3.1 Modelo experimental 
 
El estudio se llevó a cabo en ratas SHR machos y hembras de 10 semanas de edad. 
Los animales fueron separados aleatoriamente en cuatro grupos experimentales:   
Grupos ANP: recibieron una infusión crónica, por vía subcutánea, de ANP (100ng/h), 
disuelto en NaCl 0,9%, durante 14 días.  
Grupos no tratado, solución fisiológica (SF): recibieron una infusión crónica de NaCl 
0,9%, administrada, por vía subcutánea, durante  14 días. 
 
De este modo, los cuatro grupos experimentales conformados fueron: 
- SHR-SF machos 
- SHR-ANP machos 
- SHR-SF hembras 
- SHR-ANP hembras 
 
La infusión crónica con ANP o con SF se realizó mediante la colocación de 
bombas osmóticas subcutáneas (Alzet micro-osmotic pumps modelo 1002, Alza; Palo 
Alto, CA). Al final del periodo experimental de 14 días, los animales fueron 
sacrificados por decapitación.  
 
Las ratas SHR machos y hembras utilizadas en los experimentos de esta tesis 
doctoral fueron criadas en un ambiente de humedad y temperatura controladas y con un 
ciclo luz-oscuridad de 12hs en el bioterio de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron alimentados 
con una dieta balanceada para animales de laboratorio de Nutrimentos Purina y agua ad 
libitum hasta el día que se realizaron los experimentos.  
Los protocolos experimentales fueron diseñados de acuerdo a las 
recomendaciones para el uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud 
(Human Care and Use of Laboratory Animals, National Research Council, National 
Institutes of Health, Publication No. 86-23, Washington, D.C, 1985, Revisión 1996) y 
bajo la disposición 6344/96 de la Administración Nacional de Medicamentos, 





aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires. 
 
3.2 Protocolo experimental  
 
3.2.1 Preparación e implantación de las bombas osmóticas subcutáneas 
 
La infusión crónica de ANP o SF en los animales se realizó mediante la 
colocación de bombas osmóticas subcutáneas (Alzet micro-osmotic pumps modelo 
1002, Alza; Palo Alto, CA). Este modelo de bombas osmóticas se eligió debido a que 
liberan una solución de manera continua por 14 días sin necesidad de colocar conectores 
externos o realizar manipulación frecuente de los animales. Estas bombas osmóticas 
aseguran una liberación estable de la solución elegida a temperaturas corporales de 
37°C. 
El procedimiento de llenado de las bombas osmóticas se realizó en flujo laminar 
para mantener la esterilidad de los materiales. Cada bombita se llenó con 100µl de 
solución, procurando que el llenado sea completo, que no contenga burbujas y que las 
soluciones se encuentren a temperatura ambiente. De este modo, se asegura que las 
bombas osmóticas liberen 100ng/h de ANP.  
 
Luego se procede a la implantación de las bombitas de manera subcutánea, 
mediante la técnica quirúrgica que se describe a continuación. En el animal anestesiado 
se realiza una pequeña incisión en la piel que se encuentra entre las escápulas, abriendo 
el espacio hasta que se forma un pequeño bolsillo. La bomba osmótica se inserta en el 
bolsillo con el moderador de flujo alejado de la zona de la incisión. Luego se procede al 
cierre de la incisión mediante sutura de la piel. Todo el procedimiento se realiza con 





3.2.2 Protocolo  
 
Al finalizar el período experimental, se registró la presión arterial sistólica 
(PAS) en las ratas SHR conscientes, de 12 semanas de edad, mediante el método tail-
cuff. Posteriormente, los animales fueron pesados en balanza analítica Ohaus (precisión: 
± 0,1 g) (Modelo AR5120, Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA) y se los colocó 
en jaulas metabólicas para la recolección de orina durante 24 horas, de acuerdo al 
esquema de la Figura 3.1. 
 
Luego, los animales se sacrificaron por decapitación. Ambos riñones, la arteria 
aorta torácica y el corazón fueron extraídos inmediatamente del animal y se pesaron  
utilizando una balanza analítica Ohaus (precisión ± 0,0001 g), (Modelo EP64, Ohaus 
Corporation, Pine Brook, NJ, USA) (Figura 3.1). 
 








































Determinaciones realizadas al final del período experimental: 
 
o En los animales, se determinó: 
 PAS 
 Diuresis y natriuresis en orina de 24 horas 
 Peso corporal 
 
o En los tejidos extraídos luego del sacrificio, se estudió: 
 
 Morfología del VI, tejido renal y arterias aorta, coronarias y renales: 
- Corazón: Peso del corazón y del VI; diámetro promedio de los miocitos del VI; 
depósito de colágeno intersticial y expresión de proteínas Smad; apoptosis o 
muerte celular programada. 
- Riñón: Peso;  áreas de los glomérulos corticales y yuxtamedulares; depósito de 
colágeno intersticial; apoptosis o muerte celular programada. 
- Arteria Aorta: Espesor,  contenido de colágeno y número de fibras de elastina de 
la capa media. 
- Arterias coronarias y renales: Área de la pared de la arteria/área de la luz del 
vaso,  área de la luz/área total del vaso y área del colágeno perivascular/área de 
la luz. 
 
 Estrés oxidativo en el VI y riñón: 
- Concentración de especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS).  
- Concentración de glutatión (Glut). 
- Actividad de la enzima antioxidante catalasa (CAT). 
- Actividad de la enzima antioxidante glutatión peroxidasa (GPx). 
- Actividad de la enzima antioxidante superóxido dismutasa (SOD).  
 
 Sistema del NO cardiovascular y renal: 
- Metabolitos urinarios de NO: nitritos y nitratos (NOx). 
- Actividad de la NOS, utilizando [14C] L-arginina como sustrato. 
- Expresión de la eNOS: utilizando técnica de Western Blot. 
 









































4.1 Animales  
 
Para todos los experimentos se utilizaron ratas espontáneamente hipertensas, 
machos y hembras de 10 semanas de edad, con peso corporal entre 150 y 200 gramos. 
Todos los animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura y humedad 
controladas, con ciclos automáticos de luz y oscuridad de 12/12 horas y alimentados 
con dieta balanceada para animales de laboratorio de Nutrimentos Purina y agua ad 
libitum, en el bioterio de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica, Universidad de Buenos Aires. 
Los protocolos experimentales fueron diseñados de acuerdo a las 
recomendaciones para el uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Salud 
(Human Care and Use of Laboratory Animals, National Research Council, National 
Institutes of Health, Publication No. 86-23, Washington, D.C, 1985) y bajo la 
disposición 6344/96 de la ANMAT. Los procedimientos experimentales fueron 
aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires. 
La infusión  durante 14 días con el péptido se realizó mediante la colocación de 





Ácido clorhídrico Anedra, Argentina 
Ácido 5,5´ditio-bis -2-nitro benzoico (DTNB) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 




Ácido ortofosfórico Merck, Argentina 
Ácido pícrico Sigma-Aldrich, USA 
Ácido tricloroacético Sigma-Aldrich, USA 




Ácido tiobarbitúrico (TBA) Sigma-Aldrich, USA 
Albúmina sérica bovina  ICN (USA) 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
(eNOS) 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-Smad Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA 
Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 
conjugado con peroxidasa de rábano picante  
Amersham Pharmacia Biotech 
 
[14C]L-arginina clorhidrato (actividad específica: 
360 mCi/mmol) 
Perkin Elmer Life and Analytical 
Sciences, Boston, USA 
Azida sódica Anedra, Argentina 
Bálsamo de Canadá Merck, Argentina 
Bicarbonato de sodio Anedra, Argentina 
Butilhidroxitolueno (BHT) Sigma, USA 
Cloruro de calcio dihidrato Anedra, Argentina 
Cloruro férrico Anedra, Argentina 
Cloruro de magnesio hexahidrato Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Cloruro de potasio Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Cloruro de sodio Anedra, Argentina 
Cocktail de inhibidores de proteasas Thermo Scientific, USA 
Coomassie Brillant Blue G250, solución ácida Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
Diaminobencidina Polyscience, Warrington, PA, USA 
Dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina Sigma-Aldrich, USA 
Direct Red 80 Sigma-Aldrich, USA 
Ditiotreitol Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
Eosina Merck, Argentina 
Epinefrina  Sigma, USA 
Etanol Anedra, Argentina 
Éter etílico Dorwil, Argentina 
Formaldehído Anedra, Argentina 




Fosfato dibásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato dibásico de sodio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de sodio monohidrato Anedra, Argentina 
Fucsina ácida Sigma-Aldrich, USA 
Glicina Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
D-glucosa Sigma-Aldrich, USA 
Glucosa-6-fosfato Sigma-Aldrich, USA 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Sigma-Aldrich, USA 
Glutatión Sigma-Aldrich, USA 
Hematoxilina de Mayer Sigma-Aldrich, USA 
Hidróxido de sodio  Anedra, Argentina 
Kit comercial Dead End T, Colorimetric System Promega, USA 
Kit comercial EnVision ® + system-HRP (DAB) Dako, Agilent Technologies, Denmark 
Leche en polvo desnatada Sveltesse, Molico 
Marcador de peso molecular Full Range Rainbow Amersham Pharmacia Biotech, GE 
Healthcare Life Sciences, Sweeden 
Membrana de nitrocelulosa, Hybond ECL0,45µm Amersham Pharmacia Biotech, GE 
Healthcare Life Sciences, Sweeden 
-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich, USA 
Metanol Merck, Argentina 
β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
reducido (β-NADPH) 
Sigma-Aldrich, USA 
Nitrato de sodio Anedra, Argentina 
Nitrato reductasa Sigma-Aldrich, USA 
Optiphase Hi Safe 3 Perkin Elmer Life and Analytical 
Sciences, Wallac, OY, Finlandia 
Paraformaldehído Riedel-de Haën, Alemania 
Péptido natriurético atrial (ANP) Sigma, USA 
Peróxido de hidrógeno Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Persulfato de amonio (PMSF) Sigma-Aldrich, USA 
Reactivo bloqueante de peroxidasa DakiCytomation, Mississauga, Ontario, 





Resina Dowex AG50-X8, forma Na+  Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
Rojo de Ponceau S Sigma-Aldrich, USA 
Sacarosa Anedra, Argentina 
SDS-PAGE Bio-Rad, Munchen, Germany 
Sistema de detección Amersham ELC Prime de 
Western Blotting Detection Reagent 
Amersham Pharmacia Biotech,  
Uppsala, Sweeden 
Solución de Lugol Sigma-Aldrich, USA 
Sulfanilamida Sigma-Aldrich, USA 
Sulfato de magnesio heptahidrato Anedra, Argentina 
Superóxido dismutasa Sigma-Aldrich, USA 
Terbutilhidroperóxido Fluka, Suiza 
Tris Ultra PureTM  Invitrogen, USA 
Tritón X-100 Sigma-Aldrich, USA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, USA 






4.3.1 Registro de la presión arterial sistólica. 
 
Fundamentos 
Se determino la PAS (mmHg) en las ratas conscientes, por método no invasivo, 
en la cola de las ratas (método tail-cuff), utilizando un transductor de pulso (MP100 
Pulse Transducer, PanLab) y fueron registradas con un polígrafo (Fisiógrafo modular 
Power Lab, Quad Bridge Amp, ADInstruments). Los datos obtenidos se procesaron con 
un programa de adquisición de datos (PowerLab 8/30 and Labchart, Australia). Los 
resultados se expresaron en (mmHg). 
 
Método 




Para obtener una medida de la PAS fiable, previo a cada toma de presión, los 
animales fueron aclimatados a la manipulación y al medio externo, en un ambiente 
termostatizado y silencioso por 40 minutos. Una lámpara fue utilizada para mantener 
una temperatura de 33-34 ºC durante las medidas con la finalidad de mejorar la 
vasodilatación local en la cola del animal.  
Después del período de adaptación, las ratas permanecieron relativamente 
imperturbables cuando se realizaron las medidas definitivas. El valor de PAS fue 
calculado como la media de 6 mediciones. Se descartaron las medidas consideradas 
aberrantes por movimientos del animal o artefactos. 
 
 
4.3.2 Evaluación de la diuresis y natriuresis 
 
Fundamentos y métodos 
La determinación de la diuresis se realizó recolectando la orina de 24 horas al 
finalizar el período experimental (Figura 3.1). Las ratas se pesaron (balanza Ohaus, 
precisión ± 0,1 g, modelo AR5120, Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA)  y se 
colocaron en jaulas metabólicas individuales durante 24 horas. Durante este período se 
recolectaron muestras de orina en recipientes acondicionado para tal fin. 
La diuresis se midió por método gravimétrico (balanza analítica Ohaus, 
precisión ± 0,0001 g, Modelo EP64, Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA), y fue 
expresada en ml/100g Peso corporal.24hs. 
 Para la determinación de sodio urinario se determinó la concentración del ión 
Na+ en muestras de orina de 24 horas empleando un electrodo ión selectivo (Analizador 
de iones Tecnolab t-410). 
Se realizó una dilución 1/3 de las muestras de orina con agua miliQ, Las 
determinaciones se realizaron por triplicado. La excreción de sodio en orina fue 
expresada en mEq/24hs. 
 
 
4.3.3 Parámetros morfométricos. 
 
4.3.3.1 Medición del peso corporal, del tejido cardíaco y del tejido renal. 
 




Fundamentos y métodos. 
Al finalizar el periodo experimental los animales se pesaron y luego se 
sacrificaron y se extrajeron el riñón, el corazón y la arteria aorta torácica. El peso 
corporal (g) se determinó usando una balanza Ohaus (precisión ± 0,1 g) (modelo 
AR5120, Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA) y el de los tejidos (mg), utilizando 
una balanza analítica Ohaus (precisión ± 0,0001 g) (Modelo EP64, Ohaus Corporation, 
Pine Brook, NJ, USA). 
 
4.3.3.2 Parámetros de hipertrofia cardíaca.  
 
4.3.3.2.1 Evaluación de índices de hipertrofia cardíaca. 
 
Método 
 La evaluación de la hipertrofia cardiaca se realizó utilizando dos índices: El peso 
del corazón (PCo) se relacionó con el peso corporal (PC), y se expresó como PCo/PC 
(mg/g) y también se evaluó la relación del peso del VI sobre el peso corporal, y se 
expresó como VI/PC (mg/g). 
 
 
4.3.3.2.2 Evaluación del diámetro medio de los miocitos cardíacos. 
 
Método 
El diámetro de los miocitos se midió en cortes de VI de 3 µm de espesor teñidos 
con hematoxilina-eosina (H-E). Se evaluaron aquellos miocitos cardíacos en los que los 
núcleos se ubicaban en el centro de la célula. Para las determinaciones se seleccionaron 
100 miocitos/rata de dos cortes del ventrículo izquierdo, con núcleos centrales y forma 
redonda. Los diámetros mayores y menores se promediaron para obtener el diámetro 
promedio de los cardiomiocitos mDM (m). Fueron analizados con un aumento de 
400X. Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
Ontario, Canada) Las observaciones se analizaron con el software Image-Pro Plus 
4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes. Las 
mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, 
compensación, y magnificación. (Tomat AL y col, 2013). 





- Técnica de tinción con hematoxilina-eosina. 
Se realizaron cortes del tejidos parafinizado de 3 μm de grosor, posteriormente 
fueron desparafinizados con xileno, se rehidratan con soluciones alcohólicas de 
concentración decreciente, y se tiñen con solución acuosa de Hematoxilina. 
Posteriormente, se deshidratan con soluciones alcohólicas de concentración creciente, y 
se tiñen con solución alcohólica de eosina. Lavar con xileno, agregar un líquido de 
montaje no acuoso, y cubrir con un cubre-objetos para lograr un preparado permanente. 
La eosina es un colorante ácido, por lo cual se asocia y colorea a estructuras catiónicas 
del citoplasma y matriz extracelular, tales como: filamentos citoplasmáticos (como los 
de células musculares); membranas intracelulares; y fibras extracelulares. La 
hematoxilina se asocia con mordientes para actuar como un colorante básico, por lo cual 




4.3.3.3 Evaluación de parámetros morfométricos renales.  
 
Método 
 El peso del riñón (PR) se relacionó con el peso corporal total, y se expresó como 
PR/PC (g/100 g peso corporal). 
El porcentaje del área glomerular ocupada por el ovillo capilar de la corteza y el 
área yuxtaglomerular se evaluaron en cortes de tejidos renales teñidos con H-E. Fueron 
analizados con un aumento de 400X. Las observaciones se realizaron con un 
microscopio óptico Olympus BX51 equipado con una cámara digital (Qcolor 3, 
Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canada) Las observaciones se 
analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver 
Spring, MD) para el análisis de imágenes. Las mediciones se realizaron a doble ciego y 
bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y magnificación. Se 
expresaron como AG/AT (%), donde: AG: Área capilar glomerular (µm2) y AT: Área 
glomerular total (µm2), en corteza renal y área yuxtaglomerular renal. 
 
4.3.3.4 Evaluación de parámetros morfométricos vasculares. 
 




4.3.3.4.1 Evaluación del espesor de la capa media de la arteria aorta torácica. 
Método  
 La capa media de la arteria aorta torácica se evaluó en tejido de aorta teñido 
con H-E. Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
Ontario, Canada). Se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media 
Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes. Las mediciones se 
realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y 
magnificación. Se expresaron los resultados como el espesor de la capa media en 
relación al radio de la luz (µm/mm).  
 
4.3.3.4.2 Determinación de la morfología de las arterias coronarias y renales. 
 
Método 
La morfología de las arterias coronarias y renales se evaluó analizando cortes de 
tejido cardíaco y renal teñidos con la técnica de Sirius red. Se determinaron las 
siguientes relaciones porcentuales: área de la pared de la arteria/área de la luz del vaso 
(APA/AL), área de la luz/área total del vaso (AL/ATV) y área del colágeno 
perivascular/área de la luz (CPV/AL) de las arterias coronarias y renales de ratas SHR 
machos y hembras. Las imágenes fueron analizadas con un aumento de 400X. Las 
observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado con 
una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canada) 
Las observaciones se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media 
Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes. Las mediciones se 
realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y 
magnificación. 
- Técnica de Sirius red 
El Sirius red es un colorante aniónico que interacciona a través de sus grupos 
sulfónicos con los grupos básicos presentes en las moléculas de colágeno, bajo luz  
visible, y permite evaluar los depósitos de colágeno tipo I y III en los tejidos (Junqueira 
LC y col 1979). 
Se realizaron cortes del tejidos parafinizado de 3 μm de grosor, posteriormente 
fueron desparafinizados y rehidratados en distintos grados de etanol y en agua destilada. 




La coloración de Sirius Red de los cortes de los tejidos se realizó por inmersión 
durante 30 minutos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico de Sirius Red 
(Direct Red 80, Sigma 365548) 0.5%, luego se realizan 2 lavados con HCl 0.01M 
durante 1 minuto y se procedió a la hidratación de los preparados, y posterior montaje 
con bálsamo de Canadá. 
 
 
4.3.4  Determinación de los depósitos de colágeno intersticial y perivascular en 
tejido cardiaco, renal y en arteria aorta. 
 
Determinación de colágeno tipo I y III por técnica histoquímica de Sirius red. 
 
Los depósitos de fibras de colágeno tipo I y III en los tejidos y a nivel 




Se determinó el colágeno intersticial utilizando un score arbitrario según el 
tejido evaluado en 20 campos visuales consecutivos (magnificación de 1 x 400), 
correspondientes a dos secciones por animal, provenientes de sectores diferentes del 
riñón, corazón o arteria aorta. Se utilizaron los siguientes Score: 
 
Score utilizado en VI de corazón: 
0= Tinción normal o suave alrededor de estructuras vasculares. 
1= Suave tinción que duplica la normal alrededor de estructuras vasculares.  
2= Moderada tinción en el intersticio alrededor de los cardiomiocitos. 
3= Severa tinción del intersticio rodeando los cardiomiocitos y comprometiendo <25% 
del área. 
4= Muy severa tinción del intersticio rodeando los cardiomiocitos y comprometiendo 
>25% del área. 
 
Score utilizado en tejido renal: 
0 = Normal o suave tinción alrededor de estructuras tubulares, glomerulares y 
vasculares. 




1 (leve) = leve tinción, que dobla la tinción normal alrededor de estructuras tubulares, 
glomerulares y vasculares.  
2 (moderada) = Tinción moderada del intersticio peri tubular y dentro de los 
glomérulos.  
3 (severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y tubulares y 
que compromete <25% del área cortical.  
 4 (muy severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y 
tubulares y que compromete >25% del área cortical. 
 
Score utilizado en arteria aorta: 
0 = Normal o suave tinción intersticial de capa media arterial y en tejido perivascular. 
1 (leve) = leve tinción, que dobla la tinción normal. 
2 (moderada) = Tinción moderada intersticial de capa media arterial. 
3 (severa) = Tinción intensa que reemplaza la estructura muscular y que compromete 
<25% del área de la capa media arterial. 
 4 (muy severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructura muscular y que 
compromete >25% del área de la capa media arterial.  
 





El factor de crecimiento TGF-β1 estimula la expresión de colágeno, fibronectina 
y proteoglicanos, y regula la actividad de proteasas de la matriz extracelular, 
disminuyendo la degradación de colágeno. 
La unión del factor TGF-β1 a sus receptores (tipo I y II) promueve la 
fosforilación de distintos miembros de la familia de proteínas Smad, que en el caso de 
TGF-β1 son Smad2 y Smad3. La posterior traslocación al núcleo de estas proteínas y la 
activación de otros factores de transcripción, regula la expresión génica (Ruiz-Ortega M 
y col, 2007). 
Además, la traslocación de Smad puede ser activada por mecanismos 
independientes de TGF-β, como por ejemplo por la activación de la vía de señalización 
en la que participan ERK y MAPK (Wang W y col, 2006). 
 





Cortes de tejidos de corazón y riñón de 3 μm de grosor, se desparafinizaron y se 
rehidrataron en xileno y distintos grados de etanol, agua destilada y solución de buffer 
fosfato de sodio pH 7.4. La peroxidasa endógena fue bloqueada por incubación en un 
reactivo bloqueante de peroxidasa (DakiCytomation, Mississauga, Ontario, Canadá) 
durante 5 minutos. Después de lavarlas con PBS, las secciones fueron incubadas 40 
minutos con un anticuerpo primario policlonal anti proteína Smad (H465 sc-7153, 
dilución 1:100, detecta las proteínas Smad 1,2,3,5 y 8 (Santacruz Biotechnology). 
Luego de haber sido lavadas, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo 
secundario (Dako EnVision ® + system-HRP(DAB)). A continuación, las secciones 
fueron reveladas con una solución de 3,39-diaminobenzidina (Dako EnVision ® + 
system-HRP(DAB)) durante 15 minutos. Luego fueron lavadas con agua destilada, se 
realizó una contra-tinción con hematoxilina y fueron lavadas con agua corriente, 
deshidratadas, aclaradas y montadas con bálsamo de Canadá. Los controles negativos se 
hicieron omitiendo el anticuerpo primario. Las células de estos preparados no mostraron 
marcación. Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
Ontario, Canadá). Se tomaron fotografías de secciones consecutivas de VI, médula y 
corteza renal, y se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media 
Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes. Las mediciones se 
realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y 
magnificación. Los resultados se expresaron como el porcentaje del área total que 
presentó tinción (% área teñida/área total).  
 
4.3.6 Determinación de apoptosis o muerte celular programada: Técnica 
inmunohistoquímica de TUNEL. 
 
Fundamento 
El ensayo de TUNEL se llevó a cabo para detectar aquellas células de los tejidos 
estudiados que hayan sufrido apoptosis. Para ello, se utilizó el kit DeadEnd T, 
Colorimetric System que permite la identificación de los extremos 3´-OH libres de los 
fragmentos del ADN genómico clivado como consecuencia de los procesos de 
apoptosis. Nucleótidos biotinilados son incorporados al extremo 3´-OH del ADN 
usando la enzima desoxinucleotidil transferasa recombinante. Estos nucleótidos son 




posteriormente marcados utilizando el conjugado estreptoavidina-peroxidasa de rábano 
y detectados con peróxido de hidrógeno y diaminobencidina. De este modo, los núcleos 




Se realizaron cortes del tejido renal y VI parafinizados de 4 μm de grosor, 
posteriormente se los desparafinizaron y rehidrataron en xileno y luego en grados 
decrecientes de etanol. Los cortes de tejido fueron fijados por inmersión en solución de 
paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se los permeabilizó por incubación en 
proteinasa K (20 μg/ml) durante 15 minutos. Luego de volver a fijar los cortes con 
solución de paraformaldehído al 4% durante 5 minutos, se los incubó en buffer de 
equilibrio durante 10 minutos. Todos estos procedimientos fueron realizados a 
temperatura ambiente. Los cortes fueron posteriormente tratados con una mezcla de 
nucleótidos biotinilados y la enzima deoxinucletidiltransferasa terminal (TdT) en el 
búffer de reacción durante 60 minutos a 37º C dentro de una cámara húmeda para 
marcar los extremos del ADN fragmentado de las células apoptóticas. La actividad 
peroxidasa endógena en los tejidos fue bloqueada por incubación con una solución de 
H2O2 3% en PBS durante 5 minutos. 
Posteriormente se los incubó con la solución del conjugado de estreptoavidina-
peroxidasa de rábano durante 30 minutos y luego fueron coloreados con el cromógeno 
diaminobencidina y H2O2 durante 10 minutos. La contratinción se realizó con 
hematoxilina y luego los preparados se montaron utilizando un medio acuoso (10% 
glicerol) para el análisis por microscopía óptica. 
Control Positivo: Un corte de cada tejido proveniente de una rata control fue 
tratada con una nucleasa del DNA previo a la realización de la técnica de TUNEL. La 
totalidad de las células presentaban marcación nuclear. Este control permitió confirmar 
que la permeabilización y la reacción de marcación fueron correctas. 
Control Negativo: En un corte de cada tejido proveniente de una rata control se 
realizó la marcación de TUNEL sin el agregado de la TdT. Las células de este 
preparado no mostraron marcación nuclear. 
Se determinó el número de núcleos apoptóticos sobre el número de núcleos 
totales en campos visuales consecutivos (magnificación x400), correspondientes a dos 




secciones por animal. Las observaciones se analizaron con el software Image-Pro Plus 
4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD) para el análisis de imágenes.  
 
4.3.7 Tinción de elastina en la arteria aorta 
 
Fundamento 
La elastina presente en la matriz extracelular tiene alta afinidad por el complejo 
hierro-hematoxilina, siendo más retenido por la elastina que por otros componentes del 
tejido (Pieraggi M y col, 1986). 
 
Método 
Se realizaron cortes de 3 μm de grosor de la arteria aorta previamente incluida en 
bloques de parafina. A continuación, los cortes fueron desparafinizados y rehidratados 
en distintos grados de etanol y solución buffer PBS, pH 7,4. 
La coloración de Verhoeff-Van Gieson en los cortes del tejido vascular se 
realizó por inmersión durante 30 minutos en una solución acuosa de hematoxilina-Lugol 
que contiene cloruro férrico 2 % p/v. La contra-tinción se realizó utilizando la tinción de 
Van Gieson (ácido pícrico - fucsina ácida). 
Los preparados fueron analizados por triplicado y con una magnificación de 
x400. Se tomaron fotografías de secciones consecutivas de la arteria aorta y se 
analizaron, dividiendo previamente la capa media en tres segmentos transversales y 
contando el número de fibras de elastina desde la íntima hasta la adventicia en cada uno 
de ellos. Los resultados se expresaron como el número de láminas de elastina por grupo 
y como la relación del número de capas y el espesor de la capa media (número de 
capas/espesor de capa media, μm-1). 
 
4.3.8 Evaluación del estrés oxidativo  
 
4.3.8.1 Determinación de las concentraciones de sustancias reactivas del ácido 
tiobarbitúrico (TBARS).  
Fundamento 
Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de los lípidos 
conducen a la formación de hidroperóxidos, los cuales se descomponen en muchos 
productos secundarios como aldehídos, cetonas, etc. Dentro de los aldehídos formados 




que se pueden determinar se encuentra el malondialdehído (MDA). Se puede determinar 
la concentración de MDA por medio de un técnica colorimétrica donde el ácido 




Los tejidos fueron homogeneizados en buffer fosfato de potasio 30 mM, pH 7.4, 
KCl 120 mM (relación 1g tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados a 
4ºC durante 10 minutos a 2500 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del 
sobrenadante para la determinación de proteínas mediante el método de Bradford. 
Con el fin de precipitar las proteínas, se agregó a 1 ml del sobrenadante o de 
buffer (blanco), 10 μl de butilhidroxitolueno 4% en etanol y 1 ml de ácido 
tricloroacético 20% p/v. Posteriormente las muestras y el blanco fueron centrifugados 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Luego se agregó a 1 ml de cada sobrenadante, 1 ml del ácido tiobarbitúrico 0.7% 
P/V y se calentó la mezcla a 100ºC durante 1 hs. Posteriormente se midió la absorbancia 
a 535 nm (ξ= 1.56 mM-1. cm-1). 
 
Cálculos:  
TBARS (nmol/mg proteína) =   
                                                             Absorbancia x Dilución 
                                   1.56 mM-1. cm-1 x concentración de proteínas .(mg/ml) 
 
 
- Cuantificación de la concentración de proteínas – Método de Bradford 
La concentración de las proteínas en los homogenatos se midió mediante el 
método de Bradford. Es una técnica colorimétrica que se basa en el cambio de 
absorbancia, de 466 nm a 595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue 
G250. Para la curva de calibración se empleó como patrón estándar seroalbúmina 
bovina (BSA) disuelta en el buffer de homogeneización de las muestras. En un tubo de 
reacción se mezclaron por inversión 100 μL de una dilución 1:10 de los homogenatos, o 
100 μL de agua destilada como blanco o 100 μL de seroalbúmina bovina (concentración 
final 0.5 a 10 μg/mL) con 1000 μL de reactivo de Bradford y se incubó durante 5 




minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se leyó a 595 nm y luego se calculó la 
concentración de proteínas en las muestras. 
 
4.3.8.2 Determinación de grupos sulfhidrilos de compuestos no proteicos. 
 
Fundamento 
Los compuestos no proteicos con grupos –SH (glutatión) reaccionan con el ácido 
5,5´ditio-bis -2-nitro benzoico (DTNB) para formar ácido tionitrobenzoico, compuesto 
coloreado que absorbe a 412 nm (Tietze F, 1969). 
La actividad antioxidante del GSH se debe a la capacidad reductora del grupo 
tiol de la cisteína y es considerado un estimador fiable del estrés oxidativo. Puede actuar 
como antioxidante en las reacciones catalizadas por la glutatión peroxidasa, proteger la 
oxidación de grupos sulfhidrilos esenciales de las proteínas y reaccionar con radicales 
libres (Viña J y col, 1997) 
 
Método 
Los tejidos fueron homogeneizados en PBS 100 mM EDTA 5 mM, pH 7.0 
(relación 1.6 g tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados a 4ºC durante 
20 minutos a 13000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del sobrenadante 
para la determinación de proteínas mediante el método de Bradford. 
Con el fin de precipitar las proteínas, se agregó a 0.5 ml del sobrenadante, 0.5 ml 
ácido tricloroacético 10% y se centrifugó durante 15 minutos. Un tratamiento igual se le 
realizó a una serie de diluciones de GSH de concentración conocida, para realizar una 
curva de calibración. 
Reacción: 
                                        Muestra                Blanco  
Solución A                        1.5 ml                  1.5 ml 
Sobrenadante                    0.2 ml                      --- 
H2O                                     ---                       0.2 ml 
Solución B                        0.1 ml                   0.1 ml 
 
Solución A: buffer fosfato 100 mM pH 8 EDTA 0.5 mg/ml 
Solución B: 4 mg/ml DTNB en buffer fosfato 100 mM pH 8 





Luego de 15 minutos se midió la absorbancia a 412 nm. La concentración de los 
compuestos no proteicos con grupos –SH en las muestras se determinó interpolando el 
valor obtenido de absorbancia de la recta de calibración trazada con valores conocidos 
de concentración de las soluciones de GSH y sus respectivas absorbancias. Los 
resultados se expresaron como mg/mg proteína. 
 
4.3.8.3  Determinación de la actividad de la enzima antioxidante catalasa 
 
Fundamentos 
La catalasa (CAT) cataliza la descomposición de H2O2 en agua y oxígeno. La 
medida se realiza siguiendo la disminución de la absorbancia a 240 nm en función del 
tiempo (Chance B, 1954). 
 
                                        2 H2O2                                             2 H2O + O2 
 
Método 
Los tejidos fueron homogeneizados en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 
120 mM, pH 7.4, (relación 1g tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados 
a 4ºC durante 20 minutos a 13000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del 
sobrenadante para la determinación de proteínas mediante el método de Bradford. 
Luego, se incubó 0.5 ml de sobrenadante con 0.5 ml de buffer fosfato 50 mM, pH 7.2 y 
125 µl de Tritón X-100 (20% P/V) a 0º C durante 5 min. Posteriormente se colocó en 
una cubeta de cuarzo 3ml de buffer con 50 µl de muestra. Se llevó a cero y luego de 
agregar 10 µl de H2O2 3 mM, se leyó la absorbancia durante un minuto a 240 nm.  
 
Cálculos 
Se graficó el log [H2O2] = f (tiempo) y se calculó la pendiente del gráfico. 
 
[catalasa] (pmol/mg)=  
 
Pendiente (seg-1) x diluciones x 1012 (pmol.mol-1) 
 
 




4,6.107 (M-1 seg-1) x 1000 ml  x concentración de proteínas (mg/ml)  
 
 
4.3.8.4 Determinación de la actividad de la enzima antioxidante GPx. 
 
Fundamento 
Esta enzima cataliza la reacción de los hidroperóxidos utilizando al glutatión 
reducido (GSH) como dador de hidrógeno para formar glutatión oxidado (GSSG) y un 
producto de la reducción de hidroperóxido. Fisiológicamente actúa acoplada a la enzima 
glutatión reductasa (GR) que a su vez cataliza la reducción de GSSG utilizando 
NADPH como cofactor (Flohé L y Gunzler A, 1984) 
 
ROOH (H2O2) + 2 GSH                                          ROH (H2O) + GSSG + H2O 
 
GSSG + NADPH + H+                                          NADP+ + 2GSH 
 
Método 
Los tejidos fueron homogeneizados en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 
120 mM, pH 7.4, (relación 1g tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados 
a 4ºC durante 20 minutos a 13000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del 
sobrenadante para la determinación de proteínas mediante el método de Bradford.  
La técnica de medida consiste en determinar la actividad de la enzima 
espectrofotométricamente midiendo la velocidad de oxidación de NADPH en una 
mezcla de reacción.  
En la cubeta se colocaron 330 µl de la solución reguladora de EDTA 1 mM, 
fosfato de potasio 100 mM, pH 7.7, con 50 o 100 µl de la muestra del sobrenadante, se 
le agregó 500 µl de la coenzima β-NADPH 10 mM, 50 µl de GSH 100 mM, 10 µl de 
azida 40 mM, 10 µl de GR 10 U/ml buffer. Posteriormente se agitó e incubó durante 10 
min a 37 ºC. Se leyó la absorbancia durante 1 minuto a 340 nm. Luego se agregó 50 µl 
de terbutil hidroperóxido 10 mM y se volvió a medir la absorbancia durante 1 minuto a 
340 nm.  
Se graficó la Absorbancia = f(tiempo) antes y después del agregado del terbutil 
hidroperóxido y se calcularon las pendientes de ambos gráficos y la diferencia entre 
ambas pendientes.  
GPx 
GR 






Se graficó la Absorbancia = f(tiempo) 
[GPx] (μmol/min/mg proteína) =  
Diferencia entre pendientes x 1000 x dilución 
6.22 (mM-1.cm-1) x concentración de proteínas.(mg/ml) 
 




La actividad de la SOD se puede determinar gracias a su habilidad de inhibir la 
autooxidación de la epinefrina a pH alcalino. El anión O2.
- es un intermediario de dicha 
reacción. Se puede medir la actividad de esta enzima en distintos fluidos biológicos 
(Misra HP y Fridovich I, 1972). 
 




Los tejidos fueron homogeneizados en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 
120 mM, pH 7.4, (relación 1g tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados 
a 4ºC durante 20 minutos a 13000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del 
sobrenadante para la determinación de proteínas mediante el método de Bradford. 











Se tomaron 2.85 ml de buffer glicina 50 mM, pH=10.2 y se llevó a cero la 
absorbancia. Luego se agregó 50 µl de epinefrina 60 mM, pH=2 y se determina la 
aparición de epinocromo a 480 nm. Se determinó la pendiente de ese gráfico (a). 
Posteriormente se realiza el mismo procedimiento pero agregando 5,10, 15, 20, 25, 30, 
35 y 40 µl de muestra. Se efectuó nuevamente la lectura y se determinó la pendiente (b).  
 
Cálculos: 
Se calcula b/a para cada volumen de muestra 
Posteriormente se graficó el log b/a= f(μl de muestra agregado). 
Se buscó el 50% o sea el log 0.5 y se interpoló para calcular los μl 
correspondientes. 
U SOD/mg de proteínas= 1000 / (μl de muestra que corresponde al 50% x 
concentración de proteínas (mg/ml)) 
Una U SOD corresponde a los μl de muestra que inhiben en 50% la velocidad de 
formación de epinocromo a 30ºC. 
 
4.3.9 Evaluación del sistema del NO 
4.3.9.1 Determinación de los metabolitos del NO 
 
Fundamento  
Se determinó la concentración de nitratos y/o nitritos, metabolitos del NO 
(NOx), con el método descripto por Verdon y col en 1995. Este método consiste en la 
conversión de los nitratos a nitritos por acción de la enzima nitrato reductasa en 
presencia de β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (β-NADPH) como 
cofactor, el cual es reciclado con el sistema enzimático de la glucosa deshidrogenasa. 
 Posteriormente, se cuantificaron los nitritos totales con la reacción colorimétrica 
de Griess (Verdon CP  y col, 1995). 
 
Método 
La concentración de NOx se determinó en las muestras de orina de 24 hs 
recolectadas al finalizar el período experimental, y se expresaron como (nmol/min.100g 
peso corporal).   
Se colocaron 50 μL de solución estándar (NaNO3, 1 a 25 mmol/L), muestra o 
blanco (agua deionizada) en una placa con 96 pocillos. Se agregaron (concentración 




final) β-NADPH, 10 μmol/L; glucosa-6-fosfato, 500 μmol/L; glucosa deshidrogenasa, 
160 U/L; nitrato reductasa, 80 U/L; y buffer fosfato de sodio, 14 mmol/L, a pH 7.3. El 
tiempo de la reacción fue de 1 h a temperatura ambiente. Luego se agregaron 200 μL de 
una mezcla (1:1) de sulfanilamida al 1% y dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina 
al 0.1% en ácido ortofosfórico al 2.5%. Al cabo de 10 min de incubación a temperatura 
ambiente se midió la absorbancia con un espectrofotómetro con lector para microplaca a 
una longitud de onda de 540 nm.  
 
4.3.9.2 Determinación de la actividad de la NOS 
 
Fundamento 
Se determinó la actividad de la óxido nítrico sintasa (NOS) como la cantidad de 
[14C]L-citrulina generada a partir de [14C]L-arginina, por g de tejido. min. (Rosignoli F 
y Pérez Leirós C, 2002; Costa MA y col, 2004). 
 
Método 
Una vez finalizado el periodo experimental el animal se sacrificó por 
decapitación y se extrajeron la arteria aorta torácica, el ventrículo izquierdo y la médula 
y corteza renales. Cortes de 2-3 mm de espesor de los tejidos se incubaron en solución 
Krebs gaseada con carbógeno, durante 30 minutos, con 0.5 µCi/mL [14C]L-arginina HCl 
como sustrato de la NOS, y durante la incubación se agregaron inhibidores o agonistas 
según los distintos protocolos experimentales. Para determinar la conversión de [14C]L-
arginina en [14C]L-citrulina, los tejidos fueron homogeneizados en 500 µL de solución 
buffer Stop conteniendo Hepes 20 mM, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, pH 5.5, 
(homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc. Oxford, CT, USA), y luego centrifugados 
a 10.000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se pasó por una columna conteniendo 1 
mL de resina Dowex AG 50W-X8 (forma Na+), hidratada con buffer Stop, eluyendo 
con 2 mL de agua destilada. La cantidad de [14C]L-citrulina generada se determinó con 
un contador de centelleo líquido, y los resultados se expresaron como (pmol/g tej.min) 
(Wallac 1414 WinSpectral).  
 
 
4.3.9.3 Determinación de la expresión de la NOS. 
  





Se determinó la expresión proteica de eNOS en el riñón y en el ventrículo 
izquierdo mediante la técnica de Western blot. 
 
Método 
Los tejidos extraídos fueron homogeneizados en el buffer HEPES 20 mM, 
EDTA 1 mM, persulfato de amonio (PMSF) 2 mM, sacarosa 280 mM, ditiotreitol 1 
mM, que contiene además el cocktail de inhibidores de proteasas 1:100. Posteriormente 
los homogenatos fueron centrifugados a 12,000 g, a 4°C y por 50 minutos. Los 
sobrenadantes se reservaron en freezer de –80ºC hasta el momento de realizar las 
determinaciones.  
Muestras de los distintos tejidos estudiados, con una concentración proteica de 
0.10 mg proteína/línea (determinada por el método de Bradford), fueron separadas por 
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 7.5%, transferidos a una membrana de 
nitrocelulosa y luego incubados con anticuerpos policlonales de conejo anti-eNOS, 
epitope en el N-terminal (dilución 1/500) y y anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-
actina (dilución 1/2000). Y se empleó como anticuerpo secundario anticuerpo de cabra 
anticonejo conjugado con peroxidasa de rábano picante (dilución 1/5000: antiNOS 
endotelial, epitope en el NH2 terminal;). 
Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando reactivo ECL 
(Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) por 2-4 min.  La 
cuantificación de las bandas se realizó por análisis digital de las imágenes, usando un 
scanner Hewlett–Packard y un software ImageJ (National Institutes of Health, MD, 
USA). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
 Los niveles proteicos de la isoforma endotelial de la NOS fueron expresados 
como la densidad óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica 
correspondiente a la banda de β-actina corrida en el mismo gel. 
 
4.4 Análisis estadístico 
 
Se expresaron los resultados como media ± ESM (error estándar de la media). 
Para cada resultado, n indica el número de ratas utilizadas. El análisis estadístico fue 
realizado con el software Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., San Diego CA, USA).  




Para la evaluación de los resultados se utilizó el análisis de la varianza para 
medidas repetidas (ANOVA de dos variables), donde un factor era el tratamiento y el 
otro el sexo (machos y hembras). El test de Bonferroni, para comparaciones múltiples 
simultáneas entre los distintos grupos, fue aplicado a posteriori. Los efectos de cada 
factor fueron testeados independientemente de los efectos del otro, así como la 
interacción entre ambos factores. Cuando existió interacción entre ambos factores, se 
consideraron solamente los efectos simples analizados con el test de Bonferroni post 
hoc para comparaciones entre los grupos de interés. En todos los casos fue considerada 
significativa una p < 0.05.  
Si bien se compararon todos los grupos estudiados, sólo se informan las 


























5.1. Impacto del tratamiento crónico con ANP sobre la presión arterial, 
la diuresis y la natriuresis en ratas SHR de ambos sexos. 
 
5.1.1 Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la presión arterial sistólica en 
ratas SHR de ambos sexos. 
 
Como se observa en la Figura 5.1, las ratas SHR machos que recibieron la 
infusión de SF presentaron mayores valores de PAS que las hembras infundidas con SF. 
Como era de esperar, la administración de ANP por 14 días disminuyó la PAS en ambos 
sexos. 
 
Figura 5.1: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la PAS en ratas SHR de 
ambos sexos. 
 
                   
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), PAS: Presión arterial sistólica.  
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. *p 































5.1.2 Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la diuresis y la natriuresis en 
ratas SHR de ambos sexos. 
 
Entre los efectos más conocidos del ANP no sólo se encuentra su efecto 
hipotensor sino que también presenta efecto diurético y natriurético. Para evaluar el 
efecto que tiene el ANP sobre la diuresis y la natriuresis en las ratas SHR de ambos 
sexos, se estudiaron los cambios en estos parámetros en respuesta a la administración de 
ANP durante 14 días.  
Como se puede observar en la Figura 5.2, no existen diferencias entre sexos en 
la diuresis y la natriuresis de los animales infundidos con SF. El tratamiento crónico con 
ANP incrementó ambos parámetros tanto en machos como en hembras. Sin embargo, la 
respuesta renal al péptido fue mayor en las ratas hembras que en los machos 
(incremento en la diuresis: Machos 76% vs hembras 87%; incremento en la natriuresis: 
machos 87% vs hembras: 139%). 
 
 






SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), PC: Peso corporal; VU: Volumen 
urinario; UNa: Sodio urinario. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 



























































interés.*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF, †p< 0,01 vs MACHOS ANP. N=12 para 
cada grupo. 
 
5.2  Impacto del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología y 
estructura cardíaca, renal y vascular en ratas SHR de ambos sexos. 
 
5.2.1 Efecto del tratamiento con ANP sobre la morfología y estructura del 
ventrículo izquierdo de ratas SHR de ambos sexos. 
 
5.2.1.1 Efecto del tratamiento con ANP sobre los parámetros morfométricos del 
ventrículo izquierdo. 
 
Con el objetivo de analizar los efectos que tiene el tratamiento crónico con ANP 
sobre el remodelado cardíaco en la hipertensión arterial, se midieron diferentes 
parámetros de hipertrofia cardíaca en machos y hembras SHR. También se evaluaron 
las diferencias entre sexos.  
El peso corporal de los animales SHR machos fue mayor respecto al de las 
hembras. Como marcadores de hipertrofia cardíaca se determinaron las relaciones entre 
el peso del VI y el PC (VI/PC), y la relación entre el PCo y el PC (PCo/PC). Ambas 
relaciones fueron mayores en los machos con respecto a las hembras. El tratamiento con 
ANP redujo ambos parámetros en los machos y únicamente la relación PCo/PC en las 
hembras (Tabla 5.1). 
Por otro lado, las hembras presentaron menor diámetro promedio de los miocitos 









Tabla 5.1: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre las dimensiones cardíacas de 
ratas machos y hembras SHR.  
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
PC 319.6±6 273±8.7* 206.8±4.2* 208.7±3.2 
PCo/PC (mg/g) 0.482±0.020 0.436±0.018* 0.463±0.021* 0.421±0.017# 
VI/PC (mg/g) 0.38±0.01 0.33±0.01* 0.34±0.01* 0.31±0.01 
mDM(m) 27.81±0.34 25.01±0.46* 24.09±0.69* 20.71±0.89# 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), PC: Peso corporal; PCo: Peso del 
corazón; VI: Ventrículo izquierdo; mDM: media del diámetro del miocito. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 
*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=10 para cada grupo. 
 
 
5.2.1.2 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre el depósito de colágeno en el 
ventrículo izquierdo de ratas SHR machos y hembras 
 
Mediante la técnica histoquímica de Sirius Red, específica para la tinción de 
colágeno tipo 1 y 3, se evaluaron los efectos del ANP sobre el depósito de colágeno 
intersticial en el VI de las ratas SHR machos y hembras. 
Para el análisis de las imágenes se utilizó un SCORE arbitrario, definido de la 
siguiente manera: 
0= Tinción normal o suave alrededor de estructuras vasculares. 
1= Suave tinción que duplica la normal alrededor de estructuras vasculares.  
2= Moderada tinción en el intersticio alrededor de los cardiomiocitos. 
3= Severa tinción del intersticio rodeando los cardiomiocitos y comprometiendo <25% 
del área. 
4= Muy severa tinción del intersticio rodeando los cardiomiocitos y comprometiendo 
>25% del área. 
 
Como podemos observar en las figuras 5.3 y 5.4,  las hembras que recibieron 





ratas SHR machos. Mientras que el tratamiento crónico con ANP redujo la marcación 
de Sirius Red en el VI en ambos sexos. 
 
Figura 5.3: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la marcación específica para 
colágeno mediante la coloración de Sirius Red en VI de ratas SHR de ambos sexos.  
 
             
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora). 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 






































Figura 5.4: Microfotografías representativas de cortes de ventrículos izquierdos de ratas 
SHR machos y hembras procesados de acuerdo a la técnica de Sirius Red para detectar 












A) MACHOS SF;  B) MACHOS ANP; c) HEMBRAS SF; D) HEMBRAS ANP. Obsérvese la diferencia 
en  la tinción para colágeno tipo 1 y 3, en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, así como la 












5.2.1.3 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la marcación de las 
proteínas SMAD en el ventrículo izquierdo de ratas SHR machos y hembras.  
 
Mediante una técnica inmunohistoquímica, se evaluó si el tratamiento crónico 
con ANP modifica la expresión de las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8 en el VI de ratas 
SHR machos y hembras. Estas proteínas reguladas por receptor, forman parte de la vía 
de señalización que se encuentra  involucrada en el desarrollo de los procesos fibróticos. 
Como se muestra en la Tabla 5.2 y la Figura 5.5, las hembras tratadas con SF 
presentaron menor marcación que los machos. El tratamiento con el péptido disminuyó 
la expresión de estas proteínas en ambos sexos. Sin embargo, la respuesta al ANP fue 
mayor en las ratas machos comparado con las hembras (disminución en la marcación 
para proteínas Smad: Machos 36.4% vs hembras 23.48%). 
Tabla 5.2: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la inmunomarcación de las 
proteínas  Smad en VI  de ratas SHR de ambos sexos. 
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
Proteínas SMAD  
(% AM/AT)   
18.11±1.26 11.51±1.16* 14.91±1.47* 11.41±0.96# 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), VI: Ventrículo izquierdo; AM: Área 
marcada; AT; Área total. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 















Figura 5.5: Microfotografías representativas de cortes de ventrículos izquierdos de ratas 
SHR machos y hembras procesados de acuerdo a la técnica inmunohistoquímica para 













A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en el 
porcentaje de área total teñida en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, así como la diferencia 



















5.2.1.4 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la apoptosis del ventrículo 
izquierdo en ratas SHR de ambos sexos.  
 
Con el fin de estudiar uno de los posibles mecanismos involucrados en las 
alteraciones estructurales cardíacas inducidas por la HTA, se determinó el porcentaje de 
células apoptóticas (CA) respecto al número total en el VI de las ratas SHR de ambos 
sexos y la respuesta al tratamiento crónico con ANP.  Las secciones de VI fueron 
analizadas mediante la técnica de TUNEL. 
En el VI de las ratas SHR infundidas con SF no se observaron diferencia en el 
número de CA entre machos y hembras. Sin embargo, el tratamiento crónico con el 
péptido indujo una disminución significativa del número de núcleos apoptóticos tanto 
en las ratas SHR  machos como en hembras (Tabla 5.3 y Figura 5.6). 
 
Tabla 5.3: Efectos del ANP sobre el número de células apoptóticas del VI en ratas SHR 
de machos y hembras.  
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
CA/CT (%) 11.61±0.94 5.97±0.38* 9.07±1.32 5.16±0.47# 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), CA: Células Apoptóticas; CT: Células 
Totales. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de 












Figura 5.6: Microfotografías representativas de cortes de ventrículos izquierdos de ratas 













A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP.  En los grupos control no 
observamos diferencias entre sexos en el porcentaje de CA. Obsérvese las diferencias que se encuentran 
luego de la administración del ANP en ambos sexos. Todas las imágenes tienen la misma amplificación 












5.2.2 Efecto del tratamiento con ANP sobre la morfología renal de ratas SHR de 
ambos sexos. 
 
5.2.2.1 Efectos del ANP sobre parámetros morfométricos renales en ratas SHR 
machos y hembras. 
 
Con el objetivo de analizar los efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la 
morfología renal de las ratas SHR machos y hembras, se analizaron diferentes 
parámetros renales cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.4 y la Figura 5.7.  
El peso corporal fue menor en las ratas hembras SF con respecto a los machos 
SF. El tratamiento con ANP no produjo cambios en el peso renal, así como en el 
porcentaje del área glomerular ocupada por el ovillo capilar en la corteza y el área 
yuxtamedular en los grupos estudiados.  
 
Tabla 5.4: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología renal en ratas 
SHR machos y hembras 
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
PC (g) 303±6 295±8 210±4* 209±4 
PR/PC (g/100 g peso 
corporal)  
0.42±0.05 0.43±0.04 0.41±0.02 0.41±0.03 
AG/AT(%) (YM) 82.3±2.02 85.7±0.96 83.9±1.26 88.0±0.66 
AG/AT(%) (C) 88.8±1.10 86.3±1.21 88.5±1.25 89.55±0.84 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), PC: Peso corporal; PR: Peso renal; 
AG: Área capilar glomerular (µm2); AT: Área glomerular total (µm2); YM: Yuxtamedular; C: Cortical. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de 











Figura 5.7: Microfotografías representativas de cortes de riñón de ratas SHR machos y 
hembras procesados con la técnica hematoxilina eosina para evaluar estructura 
glomerular.     
 












































A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP.  No se observaron diferencias 
significativas entre los diferentes grupos experimentales en la estructura glomerular. Todas las imágenes 





















5.2.2.2 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre el depósito de colágeno en el 
tejido renal de ratas SHR machos y hembras. 
 
Con el objetivo de evaluar los efectos del ANP sobre el depósito de colágeno 
tipo 1 y 3, responsable en parte de los procesos fibróticos que se encuentran 
involucrados en la lesiones a nivel renal en la HTA, se estudiaron cortes de riñón 
coloreados con la técnica histoquímica de Sirius Red. 
 
La tinción para Sirius Red en el tejido renal se evaluó utilizando un SCORE 
arbitrario, definido de la siguiente manera: 
0 = Normal o suave tinción alrededor de estructuras tubulares, glomerulares y 
vasculares. 
1 (leve) = leve tinción, que dobla la tinción normal alrededor de estructuras tubulares, 
glomerulares y vasculares.  
2 (moderada) = Tinción moderada del intersticio peri tubular y dentro de los 
glomérulos.  
3 (severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y tubulares y 
que compromete <25% del área cortical.  
 4 (muy severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructuras glomerulares y 
tubulares y que compromete >25% del área cortical. 
 
Como podemos observar en las figuras 5.8 y 5.9, las hembras presentaron menor 
depósito intersticial de colágeno que los machos en la corteza y médula renal. Por otra 
parte, la infusión de ANP durante 14 días reduce la marcación para colágeno en el riñón 
de ambos sexos. Se observan áreas de marcación positiva en lo glomérulos, túbulos e 







Figura 5.8: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre el depósito de colágeno renal 
de ratas SHR de ambos sexos.   
 
                                                          




SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora).  
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de 


















































Figura 5.9: Microfotografías representativas de cortes de corteza y médula renal, de 
ratas SHR machos y hembras procesados de acuerdo a la técnica de Sirius Red para 
detectar colágeno intersticial.  
 









































A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; C) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese en ambos tejidos 
renales la diferencia en la tinción en los grupos SF, y en aquellos tratados con ANP, así como la 
diferencia entre sexos tanto en corteza como en médula renal. Todas las imágenes tienen la misma 















5.2.2.3 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la inmunomarcación de las 
proteínas SMAD, en riñón de ratas SHR machos y hembras. 
 
Mediante una técnica inmunohistoquímica evaluamos si el tratamiento con el 
ANP modifica la expresión de las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8, involucradas en el 
desarrollo de los procesos fibróticos que ocurren en la corteza y la médula renal de ratas 
SHR machos y hembras.  
Como se demuestra en la tabla 5.5 y en la figura 5.10, la inmunomarcación para 
las Smad 1, 2, 3, 5 y 8, tanto en medula como en corteza renal fue mayor en los machos 
SF. El tratamiento con el péptido disminuyó la marcación únicamente en la corteza 
renal de los machos.   
 
Tabla 5.5: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la vía de señalización de las 
proteínas Smad en corteza y médula renal de ratas SHR de ambos sexos. 
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
Proteínas 
Smad  
(% AM/AT)   
 Corteza  6.38±0.54 3.85±0.40* 3.24±0.63* 1.72±0.33 
Médula  4.27±0.62 3.60±0.48 1.61±0.60* 2.18±0.40 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), AM: Área marcada; AT; Área total. 
Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 













Figura 5.10: Microfotografías representativas de cortes de corteza y médula renal de 
ratas SHR procesados de acuerdo a la técnica inmunohistoquímica para detectar las 
proteínas  Smad 1, 2, 3, 5 y 8. 













































A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; C) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en la 
inmunomarcación para las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8 en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, 
así como la diferencia entre sexos tanto en corteza como en médula renal. Todas las imágenes tienen la 










5.2.2.4 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la apoptosis en el tejido 
renal  de  ratas SHR de ambos sexos. 
 
Con el fin de estudiar uno de los posibles mecanismos involucrados en las 
alteraciones estructurales renales inducidas por la HTA, se evaluó el número de CA en 
cortezas y médulas renales mediante la técnica de TUNEL en las ratas SHR de ambos 
sexos y la respuesta al tratamiento crónico con ANP. Los resultados se muestran en la 
Tabla 5.6 y la Figura 5.11. 
Los machos presentaron mayor número de CA en corteza y médula renal que las 
hembras. La infusión de ANP durante 14 días indujo una disminución significativa del 
número de CA respecto al número total de células de la corteza o médula renal, en 
ambos sexos. Sin embargo, la respuesta renal al ANP fue mayor en las ratas machos que 
en las hembras (Corteza: machos 28%, hembras 22.5%; Medula: machos 45%, hembras: 
28%). 
 
Tabla 5.6: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la apoptosis en corteza y 
médula renales de ratas SHR de ambos sexos. 
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
CA/CT (%) Corteza renal 34.11±1.37 24.55±1.51* 15.40±1.90* 11.92±097# 
 Médula renal 26.77±2.42 14.72±0.68* 15.14±1.10* 10.91±0.74# 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), CA: Células Apoptóticas, CT: Células 
Totales  
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando el ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 













Figura 5.11: Microfotografías representativas de cortes de corteza y médula renales de 
ratas SHR machos y hembras procesados de acuerdo a la técnica de TUNEL para 
detectar procesos apoptóticos. 
 









































A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; C) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en la 
cantidad de núcleos apoptóticos en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, así como la diferencia 
entre sexos tanto en corteza como en médula renal. Todas las imágenes tienen la misma amplificación 











5.2.3 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología de diferentes 
lechos vasculares en ratas SHR de ambos sexos.  
 
5.2.3.1 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología de la arteria 
aorta en ratas SHR machos y hembras.  
 
Para evaluar los efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la estructura de 
un vaso de conductancia, como lo es la arteria aorta se analizó el espesor de la media, el 
depósito de colágeno intersticial y la estructura de las capas de elastina. El espesor de la 
capa media de la arteria aorta se determinó en cortes teñidos con hematoxilina-eosina. 
El contenido de colágeno en la capa media de la aorta torácica se evaluó en cortes 
teñidos con la coloración de Sirius Red utilizando un score arbitrario del 0 al 4, definido 
como: 
 
0 = Normal o suave tinción intersticial de capa media arterial y en tejido perivascular. 
1 (leve) = leve tinción, que dobla la tinción normal. 
2 (moderada) = Tinción moderada intersticial de capa media arterial. 
3 (severa) = Tinción intensa que reemplaza la estructura muscular y que compromete 
<25% del área de la capa media arterial. 
 4 (muy severa) = Tinción intensa que reemplaza las estructura muscular y que 
compromete >25% del área de la capa media arterial.  
 
El número de fibras de elastina y la relación número de fibras de elastina/espesor 








Como se observa en la tabla 5.7, el espesor de la capa media en relación al radio 
de la luz es menor en las ratas SHR hembras respecto a los machos. El tratamiento 
crónico con ANP, disminuye este parámetro, solamente, en las ratas machos. 
Por otra parte, las hembras SF presentaron menor depósito de colágeno en la 
capa media de la aorta respecto a los machos SF. El tratamiento crónico con ANP 
redujo la marcación para colágeno en la capa media de la aorta de las ratas SHR de 
ambos sexos (Tabla 5.7 y Figura 5.12). 
El número de fibras de elastina, así como la relación entre el número de fibras de 
elastina con respecto al espesor de la capa media de la arteria aorta no fueron diferentes 
entre los machos y las hembras controles. El tratamiento con el ANP no produjo 
cambios en ninguno de los grupos tratados (Tabla 5.7 y Figura 5.13). 
Tabla 5.7: Efectos de la administración crónica con ANP sobre la morfología de la aorta 
en ratas SHR machos y hembras.  
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
 Espesor media/radio 
luz (µm/mm) 
74.1±2.3 65.7±1.9* 65.6±2.5* 62.6±3.6 
Colágeno en la capa 
media (score) 
3.50±0.20 3.05±0.13* 2.75±0.38* 1.51±0.35# 
Nº capas de elastina 7.27±0.13 7.63±0.13 7.52±012 7.98±0.07 
Capas de elastina /espesor 
media (µm-1) 
0.06±0.01 0.07±0.01 0.08±0.01 0.07±0.01 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora). 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando el ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 








Figura 5.12: Microfotografías representativas de cortes de aortas de ratas SHR machos y 














A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en la 
tinción para colágeno en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, así como la diferencia entre 











Figura 5.13: Microfotografías representativas de cortes de aortas de ratas SHR machos y 





























         
 A) MACHO SF; B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese que no existen 
diferencias en esta tinción entre sexos ni tampoco entre los grupos ANP y SF. Todas las imágenes tienen 
















5.2.3.2 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología de arterias 
coronarias y renales. 
 
5.2.3.2.1 Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología y el depósito 
de colágeno perivascular en arterias coronarias de ratas SHR de ambos sexos.  
 
Para evaluar los efectos del tratamiento crónico con ANP sobre las alteraciones 
estructurales que ocurren en el lecho vascular coronario secundario al aumento de PA, 
se determinaron las siguientes relaciones porcentuales: área de la pared de la arteria/área 
de la luz del vaso (APA/AL), área de la luz/área total del vaso (AL/ATV) y área del 
CPV/área de la luz (CPV/AL) de las  arterias coronarias de ratas SHR machos y 
hembras. 
Como se observa en las figuras 5.14 y 5.15,  las ratas macho SF presentan mayor 
área de la pared de las arterias coronarias, y menor área de la luz con respecto a las 
hembras. El tratamiento crónico con ANP indujo una disminución del área de la pared y 
un aumento del área de la luz en los machos, mientras que no provocó cambios 
significativos en las hembras. Además, se observa que las hembras SF presentaron 
menor depósito de colágeno perivascular en las arterias coronarias que los machos 













Figura 5.14: Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología y el colágeno 






                                    
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), APA: área de la pared arteria, ATV: 
área total del vaso; AL: área de la luz del vaso; CPV: Colágeno perivascular. 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando el ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. *p 






































































Figura 5.15: Microfotografías representativas de cortes de arterias coronarias del 
ventrículo izquierdo de ratas SHR machos y hembras procesados de acuerdo a la técnica 













A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en la 
tinción de CPV en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP, así como la diferencia entre sexos. 











5.2.3.2.2 Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la morfología y el depósito 
de colágeno perivascular en arterias renales de ratas SHR de ambos sexos.  
 
Para evaluar los efectos del tratamiento crónico con ANP sobre las alteraciones 
estructurales que ocurren en el lecho vascular renal secundario al aumento de PA, se 
determinaron las siguientes relaciones porcentuales: APA/AL, AL/ATV y CPV/AL de 
las arterias renales de ratas SHR machos y hembras. Los resultados se muestran en las 
figuras 5.16 y 5.18. 
En las arterias renales no observamos diferencias de sexo en los parámetros 
morfológicos estudiados, así como tampoco se encontraron diferencias entre los grupos 
SF y ANP.  
Al evaluar el contenido de CPV en las arterias renales, observamos que el ANP 
produjo una disminución del mismo tanto en hembras como en machos. No  se 







Figura 5.16: Efecto del tratamiento con ANP durante 14 días sobre la morfología y 






                         
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), APA: área de la pared arteria, ATV: 
área total del vaso, AL: área de la luz del vaso; CPV: Colágeno perivascular . 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando el ANOVA de dos 
factores, de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. *p<0.01 vs MACHOS 























































Figura 5.17: Microfotografías representativas de arterias renales de ratas SHR machos y 













A) MACHO SF;  B) MACHO ANP; c) HEMBRA SF; D) HEMBRA ANP. Obsérvese la diferencia en la 
tinción del CPV en los grupos SF y en aquellos tratados con ANP. Todas las imágenes tienen la misma 











5.3 Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre el estrés oxidativo cardíaco y 
renal en ratas SHR de ambos sexos. 
 
Trabajos previos han demostrado que la enfermedad hipertensiva y las 
complicaciones de sus órganos blancos se encuentran relacionadas con un desequilibrio 
entre la producción de especies reactivas del oxígeno y la actividad de los sistemas 
antioxidantes.   
Teniendo en cuenta los efectos beneficiosos del tratamiento crónico con ANP 
sobre la morfología cardíaca y renal de las ratas SHR machos y hembras, nos 
propusimos evaluar si los mismos se asocian a cambios en los sistemas oxidantes y 
antioxidantes de los tejidos renal y cardíaco. 
 
5.3.1 Efectos del tratamiento crónico del ANP sobre el estrés oxidativo del 
ventrículo izquierdo en ratas SHR de ambos sexos. 
 
Para cumplir con este objetivo, se determinaron las concentraciones de TBARS 
y de los niveles de diferentes sistemas antioxidantes, como el contenido de Glut y la 
actividad de las enzimas CAT, GPx y SOD en  homogenatos del VI de ratas SHR de 
ambos sexos tratadas con ANP o SF.  
En la figura 5.18 podemos observar que las hembras SF presentaron menores 
concentraciones de TBARS en el VI al compararlas con las ratas machos controles. El 
tratamiento crónico con ANP redujo significativamente las concentraciones de TBARS 
en el VI de los animales de ambos sexos. Esta respuesta fue mayor en los machos que 






Figura 5.18: Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre las concentraciones de 
TBARS en VI de ratas SHR de ambos sexos.                          
                         
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), TBARS: Especies reactivas del ácido 
tiobarbiturico. 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 
*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=10 para cada grupo. 
 
En la tabla 5.8 se describen los resultados de los diferentes sistemas 
antioxidantes estudiados en el VI. Las hembras SF presentaron una mayor 
concentración de Glut y actividad de las enzimas CAT y SOD y una menor actividad de 
GPx en el VI comparado con los machos SF.  
El tratamiento crónico con el péptido produjo un aumento de la concentración de 
Glut y de la actividad de CAT y SOD, así como una disminución en la actividad de GPx 
en los machos. La administración de ANP en las hembras SHR incrementó la 
concentración de  Glut y redujo la actividad de la enzima GPx. Sin embargo, estos 
efectos del péptido fueron menores que en los machos (Glut: machos: 30.8%; hembras: 


































Tabla 5.8: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre los sistemas antioxidantes del 
VI en ratas SHR de ambos sexos.  
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
Glut (mg/mg prot) 0.18±0.03 0.27±0.05* 0.36±0.06* 0.42±0.05# 
CAT (pmol/mg prot) 0.18±0.04 0.45±0.08* 0.56±0.08* 0.51±0.07 
SOD (USOD/mg prot) 11.89±1.01 15.22±1.09* 15.45±1.27* 16.10±1.51 
GPx (µmol/min.mg prot) 332.1±26.4 243.2±19.2* 239.4±18.1* 198.3±11.7# 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), Glut: Glutatión; CAT: Catalasa; SOD: 
Superóxido dismutasa; GPx: Glutatión peroxidasa. 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos factores 
y el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. *p<0.01 vs 
MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=10 para cada grupo. 
 
5.3.2 Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre el estrés oxidativo renal en 
ratas SHR de ambos sexos. 
 
Del mismo modo que en el VI, se evaluaron las concentraciones de TBARS, el 
contenido de Glut y la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx y SOD en 
homogenatos del tejido renal de ratas SHR de ambos sexos tratadas con ANP o SF. 
Como se muestra en la figura 5.19, las ratas SHR hembras presentan menor 
concentración de TBARS en el tejido renal respecto a los machos control. Mientras que 
la infusión crónica con ANP sólo indujo una reducción en el contenido de TBARS en el 






Figura 5.19: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre la concentración de 
TBARS en tejido renal de  ratas SHR de ambos sexos.  
 
 
                     
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), TBARS: Especies reactivas al ácido 
Tiobarbiturico.  
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos factores 
y el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. *p<0.01 vs 
MACHOS SF. N=12 para cada grupo. 
 
Al evaluar los diferentes sistemas antioxidantes, observamos que el tejido renal 
de las hembras presentó una mayor concentración de Glut, así como una mayor 
actividad de CAT, y menor actividad de SOD y GPx que los machos. El tratamiento 
crónico con ANP produjo un aumento del contenido de Glut y de la actividad de las 



































Tabla 5.9: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre los sistemas antioxidantes del 
tejido renal en ratas SHR de ambos sexos.  
 
 MACHOS HEMBRAS 
SF ANP SF ANP 
Glut (mg.mg prot) 0.28±0.04 0.41±0.05* 0.55±0.06* 0.98±0.11# 
CAT (pmol/mg prot) 0.85±0.06 0.99±0.08 1.33±0.12* 1.41±0.11 
SOD (USOD/mg prot) 8.07±0.58 10.12±0.51* 6.18±0.40* 8.61±0.56# 
GPx (µmol/min.mg prot) 210±21 307±37* 81±9* 157±15# 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), Glut: Glutatión, CAT: Catalasa, SOD: 
Superóxido dismutasa, GPx: Glutatión peroxidasa. 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 
*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=12 para cada grupo. 
 
5.4 Efectos de la administración crónica de ANP sobre el sistema del NO 
cardiovascular y renal en ratas SHR de ambos sexos. 
5.4.1 Efectos de la administración crónica de ANP sobre la excreción urinaria de 
los metabolitos del NO en ratas SHR de ambos sexos. 
 
En la figura 5.20, se observan las concentraciones NOx determinados en orina 
de 24 hs luego del tratamiento crónico con ANP. La concentración de NOx es un 
indicador de la producción sistémica de NO.  
Las hembras SF presentaron una mayor excreción urinaria de estos metabolitos 
al compararla con los machos SF. Por otra parte, la excreción urinaria de NOx fue 














Figura 5.20. Efecto de la infusión crónica con ANP sobre la excreción urinaria de 
nitritos y nitratos en ratas SHR machos y hembras. 
              
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), NOx: nitritos y nitratos  
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 
*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=12 para cada grupo. 
 
 
5.4.2 Efectos de la administración crónica de ANP sobre la actividad de la NOS en 
los tejidos cardiovascular y renal  en ratas SHR de ambos sexos. 
 
En la figura 5.21 se encuentran representados los resultados de la actividad de la 
NOS, determinada con [14C] L-arginina, en la aorta torácica, el VI, la médula y la 
corteza renal de las ratas SHR machos y hembras infundidas por 14 días con SF o ANP.  
Los cambios observados en las concentraciones urinarias de NOx se encontraron 
asociados con un incremento en la actividad de la NOS en los tejidos cardiovascular y 
renal. Las hembras SF presentaron una mayor actividad de la NOS en todos los tejidos 
estudiados comparado con los machos SF. El tratamiento crónico con ANP aumentó 
significativamente la actividad de esta enzima tanto en la arteria aorta, el VI y el riñón 
de las ratas SHR de ambos sexos. Sin embargo, este incremento fue mayor en las 
hembras respecto a los machos (Aorta: machos 33,7% vs hembras 41,0%; VI: machos 
27,3% vs hembras: 35,6%; Corteza renal: machos 18.6% vs hembras 32.0%; Médula 


































Figura 5.21: Efecto del tratamiento crónico con ANP sobre la actividad de la NOS en 
aorta torácica,  VI y en corteza y médula renal de ratas SHR de ambos sexos.  
 
                             
 
                                
 
 
       
                                              


















































































































SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora). NOS: Óxido Nítrico Sintasa. 
Los valores representan la media ± ESM. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA de dos factores 
y el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés: *p<0.01 vs 
MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N= 10 por grupo para aorta y VI; N=12 por grupo para 
corteza y medula renal. 
 
 
5.4.3 Efectos de la administración crónica de ANP sobre la expresión de la eNOS 
en el ventrículo izquierdo  y el riñón de ratas SHR de ambos sexos. 
 
El incremento en la actividad de la NOS en el VI, médula y corteza renal 
inducidos por el péptido estarían mediados, en parte, por un cambio en la expresión de 
la isoforma endotelial de la NOS. La abundancia proteica fue determinada por la técnica 
de Western Blot.  
Como se muestra en la figura 5.22, las ratas SHR machos y hembras infundidas 
con ANP durante 14 días presentaron una mayor expresión de la eNOS en los tejidos 
estudiados, con respecto a sus respectivos grupos controles.  
Por otra parte, siguiendo el mismo patrón de actividad enzimática, la expresión 







Figura 5.22: Efectos del tratamiento crónico con ANP sobre le expresión proteica de la 
eNOS cardiaca y renal en ratas SHR de ambos sexos. 
 
                                                     
                                 
   
 
 
                   
                          
 
 
SF (infusión de NaCl 0,9%), ANP (infusión de ANP 100 ng/hora), NOS: Óxido Nítrico Sintasa. 
Para cada tejido estudiado, se muestran bandas representativas correspondientes a la eNOS y a la β-actina, 
obtenidas por la técnica de Westen Blot. Se cuantificó  la densidad óptica de cada banda de la eNOS, que 
































































Médula renal Corteza renal  





Los valores representan la media ± ESM. Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos 
factores, y test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los grupos de interés. 
*p<0.01 vs MACHOS SF, #p<0.01 vs HEMBRAS SF. N=10 por grupo para el VI, N=12 por grupo para 










5.5 Resumen de Resultados 
 
 Las hembras SHR presentaron valores significativamente menores de PA 
comparados con los machos SHR. El tratamiento crónico con ANP disminuyó la PA 
en ambos sexos. 
 
 No se observaron diferencias entre sexos en la diuresis y natriuresis. El tratamiento 
crónico con ANP incrementó ambos parámetros, tanto en machos como en hembras. 
Sin embargo, la respuesta renal al ANP fue mayor en las ratas hembras. 
 
 Al evaluar parámetros de hipertrofia cardíaca se observó: 
o Los machos presentaron mayores índices de hipertrofia cardíaca que las 
hembras. El tratamiento crónico con ANP redujo los pesos del corazón y del VI 
en los machos, mientras que en las hembras solo se observó una disminución del 
peso cardíaco.  
o Las hembras presentaron menores diámetros promedios de los miocitos al 
compararlos con los machos. El tratamiento con ANP redujo este parámetro en 
ambos sexos. 
 
 Las hembras SHR mostraron menor contenido de colágeno intersticial en el VI 
que los machos. El tratamiento crónico con ANP redujo el contenido de colágeno en 
el VI de ambos sexos. 
 
 Mediante una técnica inmunohistoquímica se evaluó si el tratamiento crónico con 
ANP modifica la expresión de las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8 en el VI de ratas 
SHR machos y hembras. Se observó que las hembras presentaron menor marcación 
para estas proteínas que los machos. El tratamiento con el péptido disminuyó la 
expresión de las proteínas SMAD en ambos sexos, siendo la respuesta al ANP 
mayor en las ratas machos. 
 
 El tratamiento crónico con el péptido indujo una disminución significativa del 





diferencia en el número de células apoptóticas entre los grupos controles de ambos 
sexos. 
 
 Al evaluar los parámetros morfométricos renales, se observó: 
El peso corporal fue menor en las ratas hembras SF con respecto a los machos SF, 
mientras que el tratamiento con ANP no produjo cambios en este parámetro. El peso 
renal, expresado como porcentaje del peso corporal, así como el porcentaje del área 
glomerular ocupada por el ovillo capilar fueron similares en todos los grupos. 
 
 Al determinar el contenido de colágeno intersticial mediante la técnica de Sirius Red 
en corteza y médula renal se observó que las hembras presentaron menor depósito 
intersticial de colágeno que los machos. El tratamiento crónico con ANP redujo el 
contenido de colágeno en el riñón de ambos sexos. 
 
 La inmunomarcación para las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8 en medula y corteza 
renal fue mayor en los machos SF que en las hembras SF. El tratamiento con el 
péptido disminuyó la expresión de estas proteínas únicamente en la corteza renal de 
las ratas SHR machos.   
 
 Los machos presentaron mayor número de CA en corteza y médula renal que las 
hembras. La infusión de ANP durante 14 días indujo una disminución significativa 
del número de células apoptóticas de la corteza o médula renal, en ambos sexos. Sin 
embargo, la respuesta renal al ANP fue mayor en las ratas machos que en las 
hembras. 
 
 En la arteria aorta, un vaso de conductancia, se evaluaron parámetros 
morfométricos:  
o El espesor de la capa media en relación al radio de la luz fue menor en las 
ratas SHR hembras respecto a los machos. El tratamiento crónico con ANP 
disminuyó este parámetro, solamente, en las ratas machos.  
o Las hembras presentaron menor contenido de colágeno en la capa media 





marcación de colágeno en la capa media de la aorta de las ratas SHR de 
ambos sexos.  
o El número de fibras de elastina y la relación entre el número de fibras 
de elastina con respecto al espesor de la capa media de la arteria aorta 
fueron similares en los animales machos y hembras controles. El tratamiento 
con el ANP no produjo cambios en estos parámetros.  
 
 Se evaluó la morfología y el depósito de CPV en arterias coronarias: 
o Los machos presentaron mayor área de la pared de las arterias coronarias, y 
menor área de la luz con respecto a las hembras.  El tratamiento crónico con 
ANP produjo una disminución del área de la pared y un aumento del área de 
la luz de estos vasos sanguíneos solo en los machos. 
o Las hembras presentaron menor depósito de CPV en arterias coronarias que 
los machos control. El tratamiento con ANP redujo el contenido de CPV 
solamente en las ratas SHR machos. 
 
 En el lecho vascular renal:  
o No hubo diferencias entre sexos, así como no observamos cambios en los 
dos parámetros morfológicos evaluados luego del tratamiento crónico con 
ANP en ambos sexos. 
o  No observamos diferencias entre sexos en la tinción de CPV en las arterias 
renales. En ambos sexos se produjo una disminución significativa del CPV 
en los grupos tratados con ANP.  
 
 Se evaluó el estrés oxidativo en:  
o Ventrículo Izquierdo: Las hembras SHR SF presentaron menores 
concentraciones de TBARS y mayor actividad de los sistemas antioxidante 
en el VI comparado con los machos SHR SF.  
El tratamiento crónico con ANP redujo significativamente las 
concentraciones de TBARS en el VI de los animales de ambos sexos. Esta 
respuesta fue mayor en los machos que en las hembras. 
Por otra parte, el ANP produjo un aumento de la concentración de Glut y de 





GPx en los machos. La administración de ANP en las hembras SHR 
incrementó la concentración de Glut y redujo la actividad de la enzima GPx. 
Sin embargo, estos efectos del péptido fueron menores que en los machos. 
 
o Riñón: las ratas SHR hembras presentan menor concentración de TBARS y 
mayor actividad de los sistemas antioxidantes CAT y Glut en el tejido renal 
respecto a los machos control. Mientras que las actividades de las enzimas 
SOD y GPx fueron menores en las hembras que los machos  infundidos con 
SF. 
La infusión crónica con ANP sólo indujo una reducción en la concentración 
de TBARS en el riñón de las ratas macho. El tratamiento con ANP produjo 
un aumento del contenido de Glut y de la actividad de las enzimas SOD y 
GPx en ambos sexos.  
 
 Se evaluó el sistema del NO: 
o En las hembras observamos una mayor excreción urinaria de NOx al 
compararlas con los machos. El ANP aumentó la excreción urinaria de estos 
metabolitos en ambos sexos.  
o Las hembras presentaron una mayor actividad de la NOS comparado con 
los machos SHR en la aorta torácica, el VI y la corteza y médula renal. El 
tratamiento crónico con ANP aumentó significativamente la actividad de 
esta enzima en estos tejidos en ambos sexos. Sin embargo, la respuesta al 
ANP fue mayor en las ratas hembras. 
o Las ratas SHR machos y hembras infundidas con ANP durante 14 días 
presentaron una mayor expresión proteica de la eNOS en los tejidos 
estudiados, con respecto a sus respectivos grupos controles. La expresión de 














































El ANP ejerce un papel fundamental en la homeostasis de la PA y en el balance 
hidroelectrolítico, dadas sus propiedades hipotensora, vasodilatadora, diurética, 
natriurética,  antiproliferativa, antifibrótica, antiinflamatoria y antioxidante (Potter LR y 
col 2006, Nishikimi T y col 2006; Li P y col 2008; De Vito P 2014). 
Sin embargo, el ANP aún no ha encontrado un lugar en los tratamientos 
farmacológicos de la hipertensión arterial y del daño de órgano blanco asociado a esta 
patología. Es por ello que resultó de gran interés estudiar los efectos cardiovasculares y 
renales del tratamiento crónico del ANP en ratas SHR machos y hembras adultas 
jóvenes. Por otra parte, este trabajo de tesis permitió determinar el impacto de este 
péptido sobre un importante sistema regulador de la PA, como los es el sistema del NO 
cardiovascular y renal. Más aún, se encontraron importantes diferencias entre sexos en 
este modelo de hipertensión, así como en los efectos beneficiosos del tratamiento 
crónico con el ANP. 
 
 
En el presente trabajo observamos que la infusión de ANP durante 14 días 
redujo la PA en las ratas SHR, adultas jóvenes, machos y hembras. Estos resultados 
confirman los hallazgos obtenidos en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio. 
Los mismos demuestran que una infusión aguda con ANP disminuye la PA en las ratas 
SHR machos, efecto que se encontró relacionado a un aumento de la actividad y 
expresión de la NOS en el sistema cardiovascular (Costa MA y col 2010).   
Por otra parte, otros autores han demostrado una mayor respuesta biológica al 
ANP en las ratas SHR respecto a las normotensas, dado que presentan mayores niveles 
plasmáticos de ANP, así como una sobreexpresión del receptor NPR-A y una mayor 
síntesis de GMPc en diferentes tejidos como riñón, aorta y corazón (Tremblay J y col 
1993; Lee J y col, 1999; Martin ER y col 1989). 
 
Al evaluar las diferencias de sexo, se observó que el tratamiento crónico con el 
péptido indujo una reducción similar de la PA en machos y hembras. Sin embargo, las 
ratas SHR hembras infundidas con SF presentaron menores valores de PAS que los 





experimentales que demostraron diferencias de sexo en la prevalencia de HTA previa a 
la menopausia. En este sentido, las mujeres pre-menopáusicas presentan menores 
niveles de PA que los hombres de la misma edad (Yanes LL y Reckelhoff JF 2011). El 
estudio NHANES III y IV mostraron que la prevalencia de HTA fue mayor en las 
mujeres de 60 años o mayores, independientemente de su origen étnico (Burl VLy col 
1995). Estas diferencias de sexo se han documentado también en diferentes modelos 
animales de hipertensión, como en las ratas SHR y New Zealand, así como en aquellas 
tratadas con desoxicorticosterona y sal (DOCA-sal). Más aún, se ha demostrado que el 
aumento de la PA en las ratas Dahl sal - sensibles luego de una dieta con alto contenido 
de cloruro de sodio es más rápido en los machos que en las hembras (Reckelhoff J y col 
1998). 
Los mecanismos implicados en estas diferencias de sexo involucrarían a las 
hormonas sexuales. Estudios experimentales realizados en ratas muestran que los 
andrógenos podrían promover el desarrollo de la enfermedad hipertensiva (Maranon R y 
Reckelhoff J 2013). Los mismos han reportado que las ratas SHR macho presentan 
valores de PA significativamente mayores que las hembras a las 12 semanas de edad, 
momento en que los niveles séricos de testosterona alcanzan su concentración máxima 
en los machos. Más aún, la castración de las ratas machos SHR atenuó el aumento de la 
PA, mientras que el tratamiento con testosterona en ratas SHR hembras 
ovariectomizadas indujo un incremento de la PA similar a la observada en los machos 
(Reckelhoff J y col 1998).  
Por otra parte, las diferencias de sexo observadas en la PA se deberían a un 
efecto protector ejercido por los estrógenos. En este sentido, trabajos previos han 
demostrado que la depleción genética de los receptores de estrógeno resultan en el 
desarrollo de HTA en ambos sexos (Zhu Y y col 2001) y que la deficiencia de 
estrógenos en las ratas SHR induce disfunción endotelial e incremento en el estrés 
oxidativo vascular (Wassmann S y col 2001).  
Por lo tanto, los esteroides sexuales modularían diferentes sistemas de 
regulación de la PA. Los estrógenos ejercerían sus efectos protectores al inhibir el eje 
presor del SRAA (Angiotensina II/Receptores AT1) y estimular al eje depresor del 
SRAA (Angiotensina 1-7/Receptores AT-2) en el sistema nervioso central. Esto 
resultaría en una disminución del calcio intracelular y de la producción de especies 
reactivas de oxígeno, en un aumento de la biodisponibilidad de NO y en una menor 





col 2013).  Por otra parte, los andrógenos estimularían la síntesis de angiotensinógeno, 
Ang II, ET1, lo cual promovería un mayor estado oxidativo, un aumento de la 
vasoconstricción y de la reabsorción de sodio renal (Maranon R y Reckelhoff JF 2013).  
 
Teniendo en cuenta que el ANP ejerce una función importante en la regulación 
de la PA al controlar el metabolismo del agua y de los electrolitos, se estudiaron los 
efectos crónicos de este péptido sobre la excreción renal de sodio y de agua. Como era 
de esperar, la infusión de ANP durante 14 días incrementó estos parámetros renales en 
las ratas SHR de ambos sexos.  
Los efectos diuréticos y natriuréticos del ANP están mediados por el receptor 
NPR-A, y la consecuente activación PKG, que aumentan la tasa de filtración 
glomerular, inhiben la reabsorción de sodio y agua en los túbulos proximales y 
colectores, e inhiben la secreción de renina por las células yuxtaglomerulares (Song W y 
col 2015). Más aún, Elesgaray y col reportaron que el ANP, al unirse a los receptores 
NPR-A y NPR-B, inducirían también estos efectos al incrementar la actividad de la 
NOS renal en las ratas normotensas e hipertensas (Elesgaray R y col 2012). 
 
Los resultados de este trabajo muestran, por primera vez, que la respuesta 
diurética y natriurética a la infusión crónica de ANP fueron mayores en las ratas SHR 
hembras que en los machos. Esto podría deberse a los conocidos efectos beneficiosos 
que tiene el estradiol sobre la función renal. En este sentido, trabajos previos han 
demostrado que el estradiol estimula la actividad de la NOS endotelial y disminuye el 
estrés oxidativo en el tejido renal (Brosnihan KB y col 1994; Yang S y col 2000; 
Sullivan JC y col 2007; Hall JE y col 2008).  
 
Como se discutió anteriormente, las hembras controles presentaron menores 
niveles de PAS respecto a los machos SF. Sin embargo, a diferencia de lo esperado, la 
diuresis y la natriuresis de los machos y hembras controles fueron similares, lo que nos 
permitiría hipotetizar que existiría una alteración de la relación presión-natriuresis en las 
ratas SHR machos. En este sentido, Reckelhoff y col reportaron que las ratas SHR 
machos de 12 semanas de edad, presentaban no sólo mayor valores de PA, sino también 
que excretaban menores cantidades de sodio urinario a una misma PA que las hembras o 
ratas machos castrados. Además, los autores demostraron que los andrógenos 





relación presión-natriuresis. En este sentido, se ha reportado que la testosterona estimula 
al SRAA así como la reabsorción tubular de sodio (Reckelhoff y col 1998).  
 
En el modelo animal de HTA estudiado, el incremento de la PA se encuentra 
asociado con complicaciones en diversos órganos, como el corazón, los vasos 
sanguíneos y el riñón (Kimura K y col 1996; Skov K y col 2004; Brower GL y col 
2006).  Los resultados del presente estudio sugieren que la infusión de ANP durante 14 
días podría revertir o prevenir parcialmente las alteraciones en estos órganos blancos, al 
disminuir la generación de especies reactivas del oxígeno, la activación de procesos 
apoptóticos y el depósito de colágeno intersticial y perivascular, así como al estimular el 
sistema del NO en estos tejidos. Por otra parte, se encontraron interesantes diferencias 
de sexos en los efectos cardiovasculares y renales del tratamiento crónico con este 
péptido. 
 
El sistema cardiovascular es uno de los sistemas más afectados en la HTA. La 
hipertrofia ventricular izquierda constituye la lesión macroscópica propia de la 
cardiopatía hipertensiva. En la misma subyacen una serie de cambios microscópicos que 
configuran un cuadro denominado remodelado miocárdico. La hipertrofia y la apoptosis 
de los cardiomiocitos, la fibrosis del miocardio, así como la hipertrofia de las paredes de 
las arterias y arteriolas intramiocárdicas constituyen los elementos estructurales que 
definen el remodelado miocárdico (López Salazar B y col 2006).  
Mientras que en los grandes vasos, como la arteria aorta, la disminución de la 
distensibilidad y/o el aumento la rigidez arterial, resulta en un aumento de la presión de 
pulso central, la cual se encuentra asociada con mayor riesgo de eventos 
cardiovasculares en pacientes hipertensos (Blacher J y col 2000; Zieman SJ y col 2005) 
 
En los animales SHR, la PA comienza a aumentar a partir de la semana 4-6 de 
vida. En respuesta a la sobrecarga de presión, se produce un remodelado cardíaco en las 
ratas SHR que involucra la hipertrofia de los cardiomiocitos y el aumento del colágeno 
intersticial y perivascular (Hein S y col 2003; Brower GL y col, 2006; Pravenec M y 
Kren V 2005). A partir de los 6 meses de vida, se pueden observar las alteraciones 
estructurales cardíacas más graves en estos animales, que culminan en un cuadro de 





Por otra parte, se ha demostrado que las ratas SHR presentan un remodelado 
vascular caracterizado por el aumento del grosor de la pared arterial y arteriolar que se 
relaciona con un incremento en el tamaño de las células musculares lisas, y el contenido 
de colágeno (Chamiot-clerc P y col 2001). Sin embargo, Han WQ y col no observaron 
diferencias entre las ratas normotensas e hipertensas en las propiedades elásticas de la 
arteria aorta torácica de ratas SHR y WKY a diferentes edades (16 y 32 semanas de 
vida), (Han WQ y col 2010). 
 
En este trabajo se estudiaron las diferencias de sexo en la morfología del tejido 
cardíaco y la aorta torácica de los animales SHR machos y hembras adultos jóvenes de 
12 semanas de edad. Las ratas SHR machos presentaron mayores índices de hipertrofia 
cardíaca y contenido de colágeno intersticial y perivascular en el VI que las hembras. 
Más aún, los machos mostraron un mayor engrosamiento de la pared de sus arterias 
coronarias y la consecuente disminución de la luz. Esto indicaría una mayor resistencia 
al flujo de sangre en estos vasos sanguíneos en las ratas machos. Por otra parte, las ratas 
SHR hembras presentaron no sólo menor espesor de la capa media, sino también menor 
depósito de colágeno intersticial en la aorta torácica. Sin embargo, en este protocolo no 
se observaron diferencias entre sexos en la estructura elástica de las mismas.  
Teniendo en cuenta que el remodelado arterial refleja una adaptación de los 
vasos sanguíneos a estímulos mecánicos y hemodinámicos, las diferencias de sexo 
podrían atribuirse al hecho de que las ratas SHR hembras estaban expuestas a menores 
sobrecargas crónicas de presión. Este dimorfismo entre géneros podría ser también 
secundario a la protección cardiovascular que le confieren los estrógenos al sexo 
femenino. Los receptores Erα y Erβ, que se localizan tanto en tejido cardíaco como en el 
endotelio y el músculo liso vascular (MLV), gatillan diferentes vías de señalización 
mediante efectos genómicos y no genómicos que favorecen la vasodilatación, el 
crecimiento del MLV (Hermenegildo C y col 2002), la inhibición de la transición de 
fibroblastos a miofibroblastos y la síntesis del agente profibrótico TGF- en el tejido 
cardíaco (Lacy F y col 2000). Estos mecanismos podrían ser beneficiosos sobre el 
remodelado cardiovascular  
 
Por otra parte, los resultados de este estudio demuestran que el tratamiento 
crónico con ANP ayudaría a reducir la hipertrofia y la fibrosis cardíaca inducida por la 





diámetros promedios de sus miocitos y pesos cardíacos, así como una reducción en el 
contenido de colágeno intersticial y perivascular. La reducción de la PA y de la 
resistencia periférica vascular se vio reflejada también en la arquitectura de las arterias 
coronarias, ya que se observó una diminución del área de la capa media y del colágeno 
perivascular, así como un aumento de la luz de estos vasos sanguíneos en los machos. 
Estos cambios ayudarían a mejorar el flujo sanguíneo coronario y por lo tanto la función 
ventricular.  
La infusión de ANP también indujo cambios beneficiosos sobre el tejido 
cardíaco de las hembras SHR. Los mismos no se detectaron macroscópicamente en el 
peso del VI pero si, microscópicamente, al evaluar el tamaño de las unidades 
funcionales del ventrículo y el contenido de colágeno intersticial. Estas diferencias de 
sexo podría relacionarse con el hecho de que las hembras SHR controles presentaron 
menores índices de hipertrofia y fibrosis cardíaca, signos de remodelado vascular y 
valores de PA, que los machos.  
En el presente trabajo el ANP indujo efectos beneficiosos sobre el remodelado 
vascular, generando una reducción del colágeno intersticial en la capa media en ambos 
sexos, pero únicamente el espesor de la media en los machos. Con respecto a estos 
resultados existe evidencia que el ANP inhibe la proliferación de las células musculares 
lisas (Hutchinson HG y col 1997; Itoh H y col 1990)  y regula varios procesos celulares 
sobre el endotelio, incluyendo el crecimiento celular endotelial, la migración y 
permeabilidad,  efectos que son importante en la angiogénesis (Song W y col, 2015). 
Por otro lado es conocido que el GMPc, segundo mensajero del ANP y el NO, activa a 
las protein kinasas dependientes de GMPc (cGK) 1α y 1β que se expresan en las 
CMLV. La inhibición de las mismas bloquea los efectos vasodilatadores y 
antiproliferativos sobre las CMLV en respuesta al ANP y el NO (Hofmann F y col 
2013; Vaandrager AB y Jonge HR 1996).  
 
Por otro lado, la mayoría de los efectos cardíacos del ANP son mediados por el 
receptor NPR-A y la vía del GMPc (Deschepper CF 2010). En este sentido, Oliver y col 
reportaron que los ratones knock out para el receptor natriurético NPR-A presentaban 
valores de PA elevadas, hipertrofia y fibrosis cardíaca (Oliver PM y col, 1997). 
Mientras que en modelos que sobreexpresan este receptor, el ANP puede inhibir la 





La interacción del ANP con su receptor NPR-A induce un aumento en los 
niveles de GMPc que modulan la activación de protein kinasas del cardiomiocito, las 
cuales mejoran la función y estructura ventricular (Tsai EJ y col 2009). Estas acciones 
serían independientes de los efectos que ejerce el péptido sobre la PA (Oliver PM y col 
1997; Shesely EG y col 1996; Knowles JW y col 2001). Frantz y col observaron que 
cGK1 sería responsable de prevenir la fibrosis cardiaca y alteraciones en el flujo de Ca2+ 
al interior del miocito cardiaco secundario a factores como el ejercicio, la AngII y/o el 
incremento de la PA (Frantz S y col 2013). Por otro lado, el GMPc tiene la capacidad de 
inhibir las vías de las protein kinasa activadas por mitógenos (MAPK) y de 
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) activadas por el TGF-β1. De esta manera, el ANP 
puede contribuir a la reducción de la hipertrofia cardíaca regulando la expresión de 
genes, como el CTGF, que controlan la activación de fibroblastos y su diferenciación a 
miofibroblastos XX (O’Tierney PF y col 2010, Weichun He y Chunsun D 2015).  
El TGF-β1 ejerce efectos pleiotrópicos en las células del sistema cardiovascular, 
ya que puede modular de forma positiva o negativa distintos sistemas que participan en 
los procesos celulares involucrados en el remodelado cardiovascular. El TGF-β1 cumple 
sus funciones actuando principalmente a través de la vía de las proteínas citoplasmáticas 
Smad, las cuales se traslocan al núcleo celular y actúan como factores de transcripción 
(Ikedo H y col 2003). De este modo, estas proteínas pueden aumentar la proliferación y 
la migración de los fibroblastos residentes, la diferenciación de estos últimos en 
miofibroblastos y la síntesis de proteínas de la matriz extracelular, como colágeno tipo I 
y fibronectina. La acumulación de matriz extracelular se ve reforzada por los efectos 
inhibidores del TGF- β sobre la expresión de metaloproteasas de la matriz extracelular 
(Ruiz-Ortega M y col 2007, Weichun He y Chunsun D 2015). Sin embargo, la 
activación de las proteínas Smad también puede ocurrir de forma independiente al TGF-
β1 (Rodríguez-Vita J y col, 2005). La unión del ANP al receptor NPR-A resulta en el 
incremento de GMPc que activa cGK1, la cual fosforila la proteína Smad 3 impidiendo 
su unión al Smad 4 y la traslocación de las mismas al núcleo. Este sería otro de los 
mecanismos por el cual el ANP ejercería sus efectos antifibróticos en el corazón (Iain 
LO y col 2008).  
De acuerdo con estos antecedentes, en el presente estudio demostramos que el 
tratamiento crónico con ANP disminuyó la expresión de las proteínas Smad en el VI, 
siendo este efecto mayor en las ratas machos que en las hembras. Más aún, se observó 





como menor depósito de colágeno intersticial en este tejido que los machos. Esto podría 
relacionarse con un efecto protector de los estrógenos, ya que existe evidencia que los 
mismos al unirse a su receptor Erα tiene la capacidad de inhibir la señalización del 
TGF-β por un mecanismo no genómico que implica la disminución en los niveles de las 
proteínas Smad 2/3 (Ito I y col 2010).  
 
El remodelado cardíaco es un proceso activo que también involucra cambios en 
los procesos de proliferación y muerte celular. La activación exagerada de los procesos 
apoptóticos de los cardiomiocitos es una de las características celulares que acompañan 
a la hipertrofia del VI durante la HTA. El aumento de la apoptosis se ha demostrado en 
el VI hipertrofiado de las ratas SHR (Hamet P y col 1995; Li Z y col 1997; Liu JJ y col 
2000), de ratas con hipertensión inducida por falla renal (Li P y col 1993) o por ang II 
(Diep QN y col 2002) y de ratas hipertensas Dahl sensibles a la sal (Ikeda S y col 2002) 
en comparación con sus controles normotensos (Diez J y col 1997). Por otra parte, en 
estudios experimentales observaron que el estradiol inhibe la apopoptosis inducida por 
el estrés oxidativo en el miocito cardiaco (Pelzer T y col 2000). Sin embargo, en el 
presente trabajo no se encontraron diferencias entre sexos en el número de células 
apoptóticas en el VI de las ratas SHR. 
 
Como se describió previamente, en las ratas SHR se produce una adaptación 
hipertrófica temprana a la hipertensión, luego ocurre una transición a la insuficiencia 
cardíaca grave y finalmente la muerte prematura (Mirsky I y col 1983, Pfeffer JM y col 
1979). La transición de la hipertrofia compensada a la insuficiencia cardíaca en las ratas 
SHR está acompañada por numerosos cambios estructurales y funcionales, incluyendo 
una reducción en la masa relativa de los cardiomiocitos y una mayor incidencia de 
apoptosis (Hamet P y col 1995; Conrad CH y col 1995). Trabajos previos han reportado 
que la apoptosis estaría involucrada en el deterioro de la función ventricular y en el 
desarrollo de falla cardíaca a través de varios mecanismos, como la pérdida de unidades 
contráctiles, alteraciones en la fosforilación oxidativa y en la producción de ATP y la 
disfunción contráctil progresiva de los cardiomiocitos viables (Gonzales A y col 2003). 
El presente trabajo de tesis permitió, por primera vez, estudiar los efectos, in 
vivo, del ANP sobre la apoptosis cardíaca. El tratamiento crónico con el péptido indujo 
una disminución significativa del número de células apoptóticas en las ratas SHR 





mecanismo por el cual el ANP puede prevenir el daño estructural y funcional del 
corazón, retrasando de este modo la transición de la hipertrofia compensada a la 
insuficiencia cardíaca en las ratas SHR. 
Los estudios realizados in vitro muestran resultados controversiales en cuanto al 
rol del ANP en la regulación de los mecanismos apoptóticos. Wu C y col. describieron 
al péptido como un factor proapoptótico en cultivo de miocitos cardíacos de ratas 
neonatas, dado que demostraron que puede inhibir la expresión de Mcl-1, un homólogo 
antiapoptótico de Bcls (Wu CF y col 1997). Sin embargo y de acuerdo con nuestros 
resultados, Kato y col, observaron que el ANP produce efectos antiapoptóticos en el 
miocardio de ratones a los que se le colocaron bombitas osmóticas con este péptido, por 
un mecanismo que involucra la vía de señalización NPR-A-GMPc y la acumulación de 
Akt y zyxin (Shiraishi y col 2004; Kato T y col 2005).  
 
Durante el desarrollo de la enfermedad hipertensiva se observa un aumento del 
estrés oxidativo en el tejido cardíaco que se asocia con un incremento en la generación 
de especies oxidantes y con la disminución de las reservas antioxidantes. Diversos 
sistemas neurohormonales, incluyendo el SRAA y el SNS, contribuyen al desarrollo de 
este estado oxidativo (De Vito P y col 2010). Trabajos previos han reportado que el 
incremento en la síntesis de las ERO estimula procesos inflamatorios, apoptóticos y 
necróticos, lo cuales resultan en el desarrollo de hipertrofia, fibrosis intersticial y 
disfunción del VI (Zhou S y col 2014). 
En el presente trabajo de tesis se demostró que las machos SHR presentan un 
mayor daño oxidativo en el VI que las hembras. Las diferencias de sexo encontradas en 
los niveles de estrés oxidativo estarían relacionadas con un dimorfismo sexual en los 
sistemas antioxidantes. Los resultados manifiestan que los machos exhiben menores 
concentraciones de glutatión y actividades de las enzimas catalasa y SOD que las 
hembras. Sin embargo, la actividad de la GPx cardíaca fue mayor en los machos SHR 
comparado con las hembras, probablemente debido a una respuesta compensadora 
frente a los mayores niveles de especies oxidantes. Nuestros resultados están de acuerdo 
con estudios previos que describen que los machos SHR tienen un mayor estado de 
estrés oxidativo sistémico debido a una menor capacidad antioxidante que las hembras 
(Sullivan JC y col 2007).  
Las diferencias de sexo se han relacionado con los efectos de las hormonas 





La gonadoctomía logra disminuir el estado oxidativo y la presión arterial en los machos, 
mientras que en las hembras se observa un incremento en el estrés oxidativo pero no en 
la presión arterial. Estos resultados demuestran que el estrés oxidativo jugaría un rol 
más importante en modular la presión arterial en los machos que en las hembras 
(Sartori-Valinotti JC y col 2007).   
 
Por otra parte, las conclusiones de diversos estudios sugieren que las sustancias 
antioxidantes pueden ser posibles candidatos terapéuticos del remodelado cardíaco, al 
prevenir o disminuir la fibrosis miocárdica y la apoptosis (Hybertson y col 2011; Zhu H 
y col 2008; Lu Z y col 2008; Matsushima S y col 2006). En el presente trabajo 
observamos que el tratamiento crónico con ANP reduce el estrés oxidativo en el VI de 
las ratas SHR de ambos sexos, al aumentar la concentración o actividad de la mayoría 
de los sistemas antioxidantes estudiados, como el glutatión, la catalasa y la SOD. Sin 
embargo, el péptido podría también ejercer sus efectos antioxidantes al inducir una 
disminución en la producción del anión superóxido y un aumento en la síntesis de NO. 
Con respecto a los efectos beneficiosos del ANP sobre el estrés oxidativo, 
existen evidencias que apoyan los hallazgos de este estudio. Los cultivos de 
cardiomiocitos provenientes de ratas neonatas tratados con ang II presentan severa 
hipertrofia y un aumento en la generación del anión superóxido. Estos efectos son 
atenuados ante el agregado de ANP al medio de cultivo (Wassman S y col 2001). 
Sumado a esto, se demostró que la infusión del péptido ANP humano sintético 
(carperitide) en pacientes con falla cardíaca no sólo ejerció efectos beneficiosos en la 
performance hemodinámica sino que también actuó como agente antioxidante (Potter 
LR y col 2009). 
Sin embargo, no se han reportado hasta el momento estudios que describan las 
diferencias de sexo en los efectos antioxidantes del ANP. En el presente estudio se 
demostró que, si bien el tratamiento crónico con ANP redujo significativamente los 
niveles de estrés oxidativo en el VI de ambos sexos, esta respuesta fue mayor en los 
machos que en las hembras. En este sentido, el péptido produjo una disminución en los 
productos de peroxidación lipídica y un aumento de la concentración de glutatión y de 
la actividad de la catalasa y la SOD, así como una disminución en la actividad de GPx 
en los machos. Mientras que en las hembras, la administración de ANP incrementó la 
concentración de glutatión y redujo la actividad de la enzima GPx. Más aún estos 






Por otra parte, evidencias previas han demostrado cambios en la síntesis y/o 
biodisponibilidad del NO cardiovascular en las ratas SHR. Sin embargo, estos hallazgos 
son controversiales. Algunos autores han reportado un incremento en la expresión de la 
eNOS en el corazón y aorta de las ratas SHR de 8, 12 y 16 semanas de edad, en 
comparación con sus controles normotensos (Vaziri y col 2000; Costa MA y col, 2010; 
Caniffi C y col 2010). Por el contrario, otros autores encontraron una disminución de la 
actividad de este sistema de los animales hipertensos (Li Y y col 2014; Zhang JX y col 
2013; Wiemer G y col 2001).  
 
Más aún, los resultados de este trabajo y de estudios realizados en humanos y 
animales demuestran que el sistema del NO estaría muy involucrado en las diferencias 
de sexo encontradas en la etiopatogenia de la HTA (Forte P y col 1998; Sader MA y 
Celermajer DS 2002; Kauser K y Rubanyi GM 1994, Gamboa A y col 2007). Nuestros 
resultados mostraron que las ratas SHR hembras presentaron mayor actividad de este 
sistema que los machos, dado que mostraron un incremento en la excreción urinaria de 
los metabolitos del NO, en la actividad de la NOS en el VI y aorta, así como una mayor 
expresión de la isoforma endotelial de la NOS en el corazón. Trabajos realizados en 
humanos, también han demostrado mayores niveles de NO en las mujeres que en los 
hombres (Forte P y col 1998; Glushkovskaya-Semyachkina OV y col 2006; Sullivan JC 
y col 2010). Estas diferencias estarían relacionadas con que los estrógenos no sólo 
estimulan la producción de NO sino que también disminuyen la inactivación del NO por 
los radicales libres de oxígeno (Brosnihan KB y col 1994; Huang A y col 1998; 
Mendelsohn ME y Karas RH 1999).  Por lo tanto, podríamos sugerir que este sistema 
contribuiría más a mantener los cambios de la PA observados con la edad y en la 
enfermedad hipertensiva en las mujeres y ratas SHR hembras que en los varones y ratas 
SHR machos (McIntyre M y col 1997; Miller VM 2010; Baylis C 2012, Brinson KN y 
col 2013) 
 
Además, la administración crónica de ANP en las ratas SHR adultas jóvenes 
incrementó la actividad de la NOS en el VI y la aorta torácica, así como la 
concentración de los metabolitos urinarios del NO, los cuales reflejan la producción 
sistémica de NO. Por lo tanto, la activación del sistema del NO sería otro de los 





Estos resultados están de acuerdo con estudios in vivo e in vitro realizados 
previamente en los que observamos que el tratamiento con ANP o cANP (un agonista 
específico de los receptores NPR-C) en ratas hipertensas de 16 semanas de edad redujo 
la PA y aumentó la actividad de la eNOS en el VI y aorta, al interactuar con los 
receptores NPR-A/B y NPR-C (Costa MA y col 2010, Costa MA y Arranz CT 2011). Si 
bien otros autores han estudiado también la interacción entre los péptidos natriuréticos y 
el NO en la regulación de la PA, los resultados son controvertidos. Algunos trabajos 
reportan resultados similares a los nuestros en células musculares lisas gástricas y 
células tubulares proximales (McLay JS y col 1995; Murphy KS y col 1998). Sin 
embargo, Li y col reportaron que el tratamiento con cANP4–23 disminuyó la expresión 
de la eNOS y la producción de NO en células musculares lisas vasculares, aorta y riñón 
de las ratas SHR de 8 semanas de edad, sugiriendo que la activación del NPR-C no 
activaría el sistema del NO en estos tejidos (Li Y y col 2014).  
Por otra parte, los estrógenos podría potenciar los efectos del péptido sobre este 
sistema, dado que el incremento en la actividad de la NOS cardíaca en respuesta a la 
infusión crónica de ANP fue mayor en las ratas hembras cuando se las comparó con los 
machos.  
La infusión durante 14 días con ANP en las ratas hipertensas podría aumentar la 
actividad de este sistema al aumentar la producción y/o biodisponibilidad del NO a 
nivel cardíaco. El ANP induciría un aumento en la producción de NO al estimular la 
actividad de la NOS en el VI de ambos sexos, que sería mediado, en parte, por un 
aumento en la expresión proteica de la isoforma endotelial de la NOS. Esto constituye 
una diferencia con los experimentos previos en donde observamos que un tratamiento 
agudo con ANP induce un aumento de la actividad de la NOS sin modificar la expresión 
de ninguna de las isoformas (Costa MA y col 2010; Costa MA y Arranz CT 2011).  
Por otra parte, el aumento de las ERO contribuye a la diminución de la 
biodisponibilidad del NO en la hipertensión (Nishikimi T y col 2006). Ante un aumento 
de los niveles de las ERO, el anión superóxido puede reaccionar rápidamente con el NO 
para sintetizar peroxinitritos, que tienen una gran capacidad de oxidar tioles y bases del 
DNA y lípidos. Las ERO pueden además, promover el desacople de la eNOS, 
transformando a la enzima responsable de la síntesis de NO, en una enzima que sintetiza 
anión superóxido (Förstermann U y Sessa WC 2012). Como se describió previamente, 
el péptido mejoró el estado oxidativo del VI de las ratas hipertensas machos y hembras 





antioxidantes en el VI. Por lo tanto, el ANP podría también aumentar la 
biodisponibilidad de NO al disminuir la producción de las ERO.  
 
Teniendo en cuenta la estrecha relación entre el ANP y el sistema del NO, 
podríamos postular que los efectos del ANP en el sistema cardiovascular estarían 
mediados, al menos en parte, por un incremento en el NO. El GMPc es el segundo 
mensajero intracelular que medía la acción del NO y el ANP, regulando diferentes 
procesos fisiológicos en el sistema cardiovascular, incluyendo la contractilidad cardiaca, 
el tono vascular y el remodelado cardiaco y vascular (Tsai Ej y col 2009; Francis SH y 
col 2010; Takimoto E 2012). En este sentido, el NO y el ANP cumplen variadas 
funciones en estos tejidos, dadas sus propiedades, antioxidantes, antihipertróficas y 
antifibróticas (Chang HR y col 2005; Smith RS y col 2005). Además, el ANP podría 
promover el descenso de la PAS en las ratas hipertensas machos y hembras al mejorar la 
respuesta vasodilatadora mediada por el NO en la arteria aorta.  
Por otra parte, trabajos previos demostraron que tanto el ANP como la vía del 
NO participan, independientemente, en la regulación de la función ventricular cardíaca. 
Estudios in vitro muestran que concentraciones bajas y moderadas de PNs tienen un 
efecto inotrópico positivo (Lainchbury JG y col 2000), mientras que el efecto del NO 
sobre la función cardíaca es bimodal y dependiente de la concentración de NO, de las 
isoformas de la NOS involucradas y del lugar de síntesis de NO (miocito, células 
endoteliales). La producción basal de NO por las isoformas endotelial y neuronal 
favorece la contractilidad cardíaca al inducir un efecto inotrópico positivo, mientras que 
la síntesis de altas concentraciones de NO por la iNOS ejerce un efecto inotrópico 
negativo. Además se ha demostrado, que el NO aumentaría la eficiencia del consumo de 
oxígeno por el miocardio y tiene un efecto cronotrópico y lusitrópico positivo (Rastaldo 
R y col 2007; Massion PB 2003). Teniendo en cuenta estos antecedentes, la 
estimulación del sistema del NO por el ANP también podría contribuir a mejorar la 
función ventricular. Sin embargo, se requieren nuevos estudios para evaluar estos 
efectos sobre la función cardíaca del NO que son mediados por el péptido. 
En resumen, la fisiopatología de la hipertensión se caracteriza por una hipertrofia 
compensatoria del VI seguido de una remodelación cardíaca patológica representada por 
el aumento de la masa cardíaca, fibrosis, apoptosis, aumento del estrés oxidativo y 
disfunción cardíaca, lo que conduce finalmente a la insuficiencia cardíaca. El bloqueo 





descompensada constituye un desafío para reducir la morbilidad y la mortalidad 
relacionada con la hipertensión. Los resultados de este estudio demuestran la potencial 
utilidad del tratamiento crónico con ANP para revertir o prevenir el daño cardíaco en 
este modelo de HTA. Esta hipótesis se sustenta en los efectos que presenta este péptido 
en la ratas SHR machos y hembras: promueve el descenso de la PAS, disminuye el daño 
estructural y oxidativo del VI, presenta propiedades antiapoptóticas y antioxidantes y 
estimula la producción de NO en el VI. Sin embargo, la respuesta al ANP dependería 
del sexo. Este péptido tendría efectos beneficiosos principalmente al reducir el daño 
oxidativo y estimular la actividad de los sistemas antioxidantes en los machos. Mientras 
que en las hembras, el ANP induciría una mayor activación del sistema del NO que en 
los machos. 
En el presente estudio observamos que en este modelo de HTA, las hembras 
SHR presentaron menores valores de PAS e índices de hipertrofia del VI, así como un 
menor estrés oxidativo en el corazón comparado con los machos control. Estos 
hallazgos se acompañaron a nivel cardíaco de una mayor actividad de la NOS y 
expresión proteica de la eNOS. Estos resultados demuestran entonces que la diferencia 
de sexo juega un rol primordial en el desarrollo de la hipertensión, sus complicaciones y 
el daño de órgano blanco. 
 
 
La asociación entre la HTA y enfermedad renal es una condición bien conocida. 
La HTA es uno de los principales factores involucrados en la generación y la progresión 
de la enfermedad glomerular y túbulointersticial. Es por ello que se la considera la 
segunda causa más conocida de insuficiencia renal terminal, luego de la diabetes (Udani 
S y col 2011). Las ratas SHR desarrollan hipertensión a las 4-6 semanas de edad (Zicha 
J y Kunes J 1999). Después de las 10 semanas, la PA cambia lentamente con el aumento 
de la edad. Hallazgos recientes han puesto de manifiesto que el remodelado vascular es 
el signo más temprano de daño renal que se observa en estos animales (Leh S y col 
2011). Sin embargo, en las ratas SHR jóvenes el flujo sanguíneo renal y el filtrado 
glomerular se mantienen estables hasta aproximadamente la semana 30 de vida, debido 
a que se produce un reseteo de los mecanismos de autorregulación renal a mayores 
presiones de perfusión. Parte de este reajuste se debe a cambios en los mecanismos de 
retroalimentación túbuloglomerular y a una mayor reactividad de las arteriolas aferentes 





simpática renal (Takabatake T y col 1990), la producción vascular de especies reactivas 
de oxígeno (Ren Y y col 2010) y la contractilidad inducida por la remodelación vascular 
(Folkow B y col 1977) 
Los daños glomerulares y tubulares comienzan a ser morfológicamente 
evidentes luego de las 30 semanas de edad. Las altas presiones de perfusión en la 
corteza yuxtamedular inducen la hipertrofia vascular, que con el tiempo disminuye la 
eficiencia de los mecanismos de autoregulación del flujo sanguíneo renal y del volumen 
de filtrado glomerular (Bakoush O y col 2004). El daño renal avanza con la edad, de 
modo que las ratas SHR muestran un deterioro generalizado y bastante grave a las 60 
semanas de edad (Hultstrom M y col 2008). Las alteraciones renales comprenden la 
disminución de la excreción de electrolitos, del flujo plasmático y de la filtración 
glomerular, acompañados de proteinuria, atrofia tubular y fibrosis intersticial (Berry C y 
col, 1976; Norman RA y col 1978; Heeg JE y col 1987; Lafayette RA 2000). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, podemos sugerir que los animales SHR 
machos y hembras de 12 semanas de vida de este trabajo no presentarían un daño renal 
importante. Por otra parte, no hay trabajos en la bibliografía que hayan estudiado las 
diferencias en la morfología renal encontradas entre ratas SHR machos y hembras de 
esta edad. El presente estudio demostró que las ratas SHR hembras presentaron menores 
valores de PA, que se reflejaron, a nivel de la morfología renal, en un menor depósito de 
colágeno intersticial y número de células apoptóticas respecto a los machos. Estos 
resultados podrían predecir el desarrollo de un menor daño renal con la edad en las 
hembras hipertensas. Los efectos beneficiosos sobre el remodelado renal en las ratas 
SHR hembras, podrían relacionarse con las conocidas propiedades nefroprotectoras de 
los estrógeno. Los estrógenos contribuyen a disminuir el estrés oxidativo, la expresión 
del TGF- y la generación y depósito de proteínas de la matriz extracelular (Antus B y 
col 2003), así como también regulan diferentes componente de las vías apoptóticas 
(Gatson JW y col 2009; Pelzer T y col 2009).  
 
Al evaluar los efectos de la infusión crónica del ANP sobre la morfología renal, 
no se observaron cambios en el peso renal, en el área de la superficie filtrante de los 
glomérulos corticales y yuxtamedulares, así como en las áreas de las paredes y las luces 
de las arterias renales de los animales SHR de ambos sexos. Probablemente, estos 
resultados se relacionen con el hecho de que estos animales son adultos jóvenes y aún 





Sin embargo, los hallazgos del presente trabajo demostraron que el ANP 
disminuyó los depósitos de colágeno tipo I y III intersticial y perivascular en las ratas 
machos y hembras. Por lo tanto, podríamos hipotetizar que el tratamiento crónico con 
ANP durante etapas tempranas de la enfermedad renal podría retrasar o prevenir el 
remodelado vascular y el daño glomerular y tubular que se desarrolla con la edad en 
este modelo de HTA. 
Estudios previos han demostrado que los efectos antifibróticos del ANP en el 
tejido renal estarían mediados por la inhibición de la vía de las proteínas Smad 2, 3 y 4, 
que es considerada la vía clásica de señalización del factor TGF-β (Weichun HE y col 
2015; Meng X-M y col 2015). Un estudio realizado, in vitro, demostró que la activación 
del TGF –β1, la expresión de las proteínas Smad y la síntesis de colágeno inducida por 
altas concentraciones de glucosa en células epiteliales proximales renales, puede ser 
inhibida por el agregado exógeno de ANP (Lo CS y col 2008).  Por otra parte, en un 
modelo de ratones que presentan la cascada de señalización ANP/NPRA/cGMP inhibida 
por la disrupción del gen Npr, se observó la activación temprana de genes que codifican 
para citoquinas proinflamatorias (TNF-α e IL-6) y profibróticas (TGF-β1), que 
conducen al desarrollo de signos de fibrosis e hipertrofia renal. Estos efectos serían 
independientes de los altos valores de presión arterial que presentan estos animales (Das 
S y col 2010).  
Sin embargo, en el presente estudio sólo se observó una menor expresión de 
estas proteínas Smad en la corteza renal de las ratas SHR machos. Por lo cual, 
sugerimos que el ANP induciría una disminución en el contenido de colágeno en el 
intersticio renal por medio de otros mecanismos que no involucrarían la inhibición de la 
fosforilación y traslocación al núcleo de las proteínas Smad. En este sentido, 
hipotetizamos entonces que el ANP estaría actuando sobre las otras vías de transducción 
del factor TGF-β, como las vías de la proteín kinasa activada por mitógenos (Erk, p38 y 
Jnk), de la kinasa 3-fosfatidilinosítido (Akt/mTOR y PAK2/c-Abl), así como de las 
denominadas Rho GTPase, Wnt/b-Catenina, Sonic Hedgehog, Notch, kinasa ligada a 
integrinas (Weichun HE y Chunsun D 2015). Por otra parte, el ANP podría también 
contribuir a reducir el contenido renal de colágeno mediante otros mecanismos como la 
reducción del estrés oxidativo y procesos inflamatorios, así como modulando la 
actividad del sistema del NO y del SRAA en este tejido. Sin embargo, se requiere de 
nuevos estudios para dilucidar los mecanismos implicados en los resultados obtenidos 






A pesar de que el proceso de apoptosis es un evento fisiológico que controla la 
población celular, la desregulación de este proceso a nivel renal resulta en fibrosis 
glomerular y túbulointersticial en un gran número de enfermedades crónicas, como la 
HTA (Sugiyama H y col 1996; Hamet P y col 1995; Rodriguez-Lopez AM y col 1998). 
En diferentes modelos animales de HTA se ha demostrado la asociación entre la 
activación de los procesos apoptóticos y la persistencia y progresión de la injuria renal 
(Ortiz y col 2001). En este sentido, Ying y Sanders observaron que las ratas hipertensas 
Dahl/Rapp sensibles a sal desarrollan una lesión renal similar a la gloméruloesclerosis 
secundaria a hipertensión arterial en humanos. En este modelo de HTA, la apoptosis se 
encontró relacionado a una mayor liberación mitocondrial de citocromo C y la 
activación de caspasa 9 y 3 (Ying W y Sanders PW 2001). 
El presente trabajo es el primer estudio in vivo que analiza los efectos del ANP 
sobre la apoptosis renal en las ratas SHR. El mismo permitió demostrar que la infusión 
de ANP durante 14 días reduce la apoptosis en la médula y corteza renal en ratas SHR 
de ambos sexos. Sin embargo, la respuesta renal al ANP fue mayor en las ratas machos 
que en las hembras. Recientemente, Nojiri T y col reportaron efectos renoprotectores 
del ANP en ratones tratados previamente con cisplatin, una droga utilizada en los 
tratamientos de quimioterapia, que induce daño renal. En estos animales, la 
administración subcutánea de ANP (1.5 μg/kg/min), utilizando bombas osmóticas 
durante 72 hs, atenuó la disfunción renal y la muerte de las células tubulares (Nojiri T y 
col 2015) 
 
Hallazgos recientes indican que en la patogénesis de la hipertensión primaria, las 
lesiones renales se asocian con un incremento del estrés oxidativo y alteraciones de los 
sistemas RAA y NO (Quiroz Y y col 2012).  
En el riñón, se ha demostrado que la AngII, a través del receptor de tipo 1 
(AT1), activa las subunidades de la NADPH oxidasa (Montezano AC y Touyz RM 
2012) y aumenta la formación de ERO en la mitocondria (Sachse Ay Wolf G 2007). 
Además, la sobreproducción de ERO ha sido identificado como un factor clave que 
gatilla las vías apoptóticas (Franklin SS y col 2006). En las ratas SHR, se ha reportado 





y col 2005), lo que contribuye al desarrollo de daño renal túbulointersticial inducido por 
hipertensión (Garcia IM y col 2014)  
 
Diversos estudios mostraron la disfunción del sistema del NO en este modelo 
(Chou TC y col 1998; Piech A y col 2003; Cheng PY y col, 2004). Nuestro grupo de 
trabajo demostró previamente que, en las ratas SHR de 16 semanas de edad, los valores 
elevados de presión arterial estuvieron acompañados por una mayor actividad de la 
NOS tanto en médula como en corteza renales, respecto a las ratas normotensas WKY. 
Estos cambios estuvieron asociados a una mayor actividad de las isoformas endotelial e 
inducible y a un incremento en los niveles proteicos de las tres isoformas de este enzima 
en los animales hipertensos respecto a los normotensos. Resultados similares fueron 
reportados por otros autores en ratas SHR de 12 y 20 semanas de edad (Fernandez AP y 
col 2008; Vaziri ND y col 2000). El aumento en la actividad y la sobre-expresión de las 
isoformas de la NOS en el riñón podría constituir un mecanismo compensatorio en 
respuesta a la elevación de la presión arterial durante el desarrollo de la hipertensión en 
estos animales (Elesgaray y col 2012). Sin embargo, existen evidencias que demuestran 
que el estrés oxidativo puede disminuir la biodisponibilidad del NO renal y contribuir al 
estado hipertensivo en las ratas SHR (Tain YL y col 2010; Koeners MP y col 2007). 
 
Los resultados del presente trabajo de tesis muestran importantes diferencias de 
sexo en el estado oxidativo y el sistema del NO en el tejido renal de las ratas SHR, que 
se reflejan en un menor depósito de colágeno intersticial y perivascular y apoptosis.   
En cuanto al estrés oxidativo, las ratas hembras presentaron menor 
concentración de productos de peroxidación lipídica. Resultados similares han sido 
reportados por otros autores (Sullivan y col 2007). Sin embargo, el mecanismo 
responsable del dimorfismo sexual en el estrés oxidativo y la presión arterial de las ratas 
SHR no es aún claro. Iliescu R y col describieron que los andrógenos inducirían el 
incremento del estado oxidativo renal en los machos SHR al estimular la expresión de 
los genes que codifican la expresión de las subunidades p47phox y gp91phox de la 
NADPH oxidasa (Iliescu R y col 2007) 
Con el fin de evaluar la capacidad del riñón para reducir las especies oxidantes, 
se determinaron también la actividad de los principales sistemas antioxidantes en este 
tejido. Nuestros resultados mostraron una mayor actividad de los sistemas antioxidantes 





actividades de las enzimas SOD y GPx fueron menores en las hembras que en los 
machos SHR. Por lo tanto, podríamos sugerir que la capacidad antioxidante sería 
suficiente para neutralizar las especies oxidantes del tejido renal de las hembras. Sin 
embargo, esto no ocurriría en los machos. 
Diferencias de sexo similares en los sistemas antioxidantes han sido reportadas 
por Sartori-Valinotti JC y Sullivan J. Estos autores mostraron que la expresión de la 
Cu,Zn-SOD y de la GPx en la corteza renal fue superior en los machos (JC Sartori-
Valinotti y col 2007), mientras que no se encontraron diferencias de sexo en la médula 
(JC Sartori-Valinotti y col 2007, Sullivan y col 2001). Por otra parte, y a diferencia de 
nuestros hallazgos, estos autores también observaron una mayor expresión de la CAT en 
todo el riñón (JC Sartori-Valinotti y col 2007). 
Por otra parte, se encontraron interesantes diferencias de sexo al evaluar el 
sistema del NO renal. Las ratas SHR hembras muestran no sólo mayores niveles de 
NOx, sino también mayor actividad y expresión de la eNOS en corteza como en médula 
respecto a los   machos. Con respecto a estos resultados, existen evidencias que le 
atribuyen a los estrógenos efectos beneficiosos sobre la función renal, que también 
incluyen una actividad incrementada de la eNOS en los vasos renales, así como en las 
células tubulares, acompañado de una disminución en el estrés oxidativo (Brosnihan KB 
y col 1994; Yang S y col 2000; Sullivan JC y col 2007; Hall JE y col 2008).  
 
Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demostraron que 
los efectos del ANP sobre la expresión de las proteínas Smad y el número de células 
apoptóticas en el tejido renal fueron mayores en las ratas machos que en las hembras. 
Los mismos se asociarían a diferencias de sexo en el estado oxidativo y el sistema del 
NO renal, que podrían ser propios del modelo animal estudiado o generarse frente al 
tratamiento crónico con el ANP. 
Del mismo modo que en el VI, la infusión crónica con ANP indujo una 
reducción en la concentración de TBARS y un aumento en la concentración o actividad 
de la mayoría de los sistemas antioxidantes estudiados en el riñón de las ratas macho, 
como el glutatión, la catalasa, la GPx y la SOD. Por otra parte, si bien el péptido 
también incrementó el contenido de glutatión y la actividad de las enzimas SOD y GPx 
en el tejido renal de las hembras, esto no se reflejó en una disminución de los productos 
de peroxidación lipídica. Esto podría relacionarse con el hecho de que las hembras 





El rol antioxidante del ANP ya fue descripto en otros sistemas. Sin embargo 
muy poco se sabe sobre la relación entre el ANP y el estrés oxidativo en la injuria renal 
(De Vito y col 2010). Ogawa Y y col recientemente observaron que la administración 
de aldosterona en ratones deficientes de NPR-A causaban un mayor incremento de la 
PA, injuria glomerular y aumento de ERO cuando se los comparaba con ratones sin esta 
alteración, sugiriendo un rol protector del ANP en el riñón (Ogawa Y y col 2012).  
 
Sumado a los efectos beneficiosos del péptido sobre el estrés oxidativo, el 
tratamiento crónico con ANP incrementó la actividad de la NOS en la corteza y medula 
renal. Sin embargo, la respuesta de la actividad de la NOS renal al ANP fue mayor en 
las hembras que en los machos, indicando que la presencia de estrógenos podría 
incrementar la respuesta que tiene el ANP sobre el sistema de NO. Esto se vio reflejado 
en las mayores diuresis y natriuresis que presentaron las hembras tratadas son ANP 
respecto a los machos. En un estudio reciente, Firmes y colaboradores observaron que 
ratas SHR ovariectomizadas tratadas con estradiol presentaban un descenso de la 
presión arterial y del peso del tejido adiposo, que se acompañaron de un incremento en 
la síntesis y liberación de ANP (Firmes LB y col 2013). Sin embargo no existen datos al 
momento que nos expliquen este dimorfismo entre sexos sobre la respuesta del ANP a 
nivel renal. 
Por otra parte, los resultados del presente estudio también mostraron que la 
infusión de ANP por 14 días induciría el incremento en la actividad de la NOS en la 
médula y corteza renal al aumentar la expresión de la isoforma endotelial. Este sería un 
efecto a largo plazo dado que en trabajos previos observamos que la infusión durante 1 
hora del péptido no modificó los niveles proteicos de la eNOS, nNOS e iNOS. Por otra 
parte, nuestros resultados confirman hallazgos previos, obtenidos en experimentos 
realizados in vivo e in vitro, que muestran que el péptido activaría a la eNOS/Ca2+-
calmodulina dependiente en el riñón mediante su interacción con los receptores NPR-C 
y/o NPR-A/B (Elesgaray y col 2012). 
El aumento en la producción de NO inducido por este péptido aumentaría el 
cGMP, que activaría a la PKG, induciendo la dilatación de los vasos renales,  así como 
diuresis y natriuresis al ejercer sus acciones a nivel de los diferentes segmentos del 
nefrón (Beltowski J y Wojcicka G 2002). En cuanto a los efectos del NO en los 
glomérulos, está demostrado que produce la relajación de las arteriolas glomerulares y 





glomerular (Granger JP y Alexander BT 2000). El tratamiento crónico con ANP podría 
entonces mejorar la filtración glomerular al activar el sistema del NO en estas 
estructuras renales.  
Como es sabido, el NO también inhibe la reabsorción de Na+, la reabsorción de 
H2O inducida por la hormona antidiurética, el transporte de urea y la secreción de 
protones en los túbulos colectores (Mount PF y Power DA, 2006). Nonoguchi y col. 
demostraron que el ANP inhibe la reabsorción de fluidos y de cloruro de sodio, tanto en 
condiciones basales como luego de la estimulación con vasopresina, en túbulos 
colectores corticales aislados (Nonoguchi H y col 1989). Resultados obtenidos en 
trabajos previos muestran que el ANP induce un aumento en la actividad de la NOS en 
estos túbulos, sugiriendo que el sistema del NO podría participar, al menos en parte, en 
las acciones diuréticas y natriuréticas del ANP en este segmento del nefrón.  
El principal sitio de acción del ANP en condiciones fisiológicas son los túbulos 
colectores a nivel de la médula interna. Además de los glomérulos, este segmento es el 
que expresa mayor número de receptores para el ANP (Terada Y y col 1991). A este 
nivel del nefrón, el ANP regula la reabsorción del sodio a través de la inhibición de los 
canales de Na+ amilorida-sensibles y disminuye la actividad de la Na+K+ATPasa 
(Beltowski J y col, 1998). Por otro lado, estos mecanismos también median las acciones 
natriuréticas del NO, debido a que, al igual que el ANP, este gas induce un aumento en 
los niveles citoplasmáticos de cGMP (Liang M y Knox FG 1999; Zhang C y Mayeux 
PR, 2001). El hecho de que el ANP también aumente la actividad de la NOS en los 
túbulos colectores medulares, refuerza la idea de que este mecanismo podría mediar 
parte de las acciones natriuréticas del péptido.  
El incremento en la actividad de la NOS observado en los diferentes segmentos 
del nefrón fue demostrado en los experimentos realizados in vivo, pero es de considerar 
que el aumento del flujo plasmático renal inducido por el ANP conduce necesariamente 
a un aumento en el shear stress, con el consecuente incremento en la producción de NO. 
El hecho de que el aumento en la actividad de la NOS inducido por el ANP también se 
haya verificado en los experimentos realizados in vitro en la médula y en la corteza 
renales, nos permite afirmar que dicha activación es, al menos en parte, independiente 
de los cambios hemodinámicas inducidos por el ANP in vivo. 
 
En resumen, en el presente estudio demostramos que el tratamiento crónico con 





el contenido de colágeno y la apoptosis. Teniendo en cuenta estos y previos estudios, los 
efectos beneficiosos del ANP en el tejido renal involucrarían, al menos en parte, la 
activación del sistema del NO y la estimulación de sistemas antioxidantes.  
Además, encontramos que existen importantes diferencias entre sexos en este 
modelo de HTA y en su respuesta al tratamiento con ANP. Las hembras SHR mostraron 
menos valores de PA, signos de fibrosis tempana, apoptosis y estrés oxidativo, así como 
una mayor actividad el sistema del NO, en el riñón comparado con los machos.  
El ANP tendría mayores efectos beneficiosos en el tejido renal de los machos, al 
inducir una mayor reducción del número de células apoptóticas, de la expresión de las 
proteínas Smad y del daño oxidativo, así como al estimular la actividad de los sistemas 
antioxidantes. Mientras que en las hembras, el ANP induciría una mayor activación del 


























































La originalidad de este trabajo de Tesis Doctoral consiste en haber estudiado, 
por primera vez, el impacto de la administración crónica del ANP sobre la PA y el 
remodelado cardiovascular y renal secundario a la HTA en ratas SHR machos y 
hembras adultas jóvenes. Encontramos importantes diferencias entre sexos en este 
modelo de hipertensión, así como en los efectos beneficiosos del tratamiento crónico 
con el ANP. 
 
En la actualidad, las ratas SHR constituyen el modelo animal más utilizado para 
estudiar la HTA esencial en el humano, ya que reproducen muchas características 
fisiopatológicas de esta enfermedad. En las ratas SHR, la presión arterial comienza a 
aumentar a partir de la semana 4-6 de vida. Estos animales desarrollan con la edad un 
remodelado cardiovascular y renal secundario al incremento de la presión arterial 
(Kimura K y col 1996; Skov K y col 2004; Brower GL y col 2006).   
 
Las alteraciones cardiovasculares se caracterizan por la hipertrofia de los 
cardiomiocitos, el aumento del colágeno intersticial, el incremento de la apoptosis y 
remodelado arterial (Hein S y col 2003; Brower GL y col 2006; Pravenec M y col 
2005). Las mismas estarían mediadas, al menos en parte, por el aumento del estrés 
oxidativo y la disminución en la biodisponibilidad del NO cardiovascular. En los 
animales SHR machos y hembras de 12 semanas de edad se ha descripto una adaptación 
hipertrófica temprana que contribuiría a la insuficiencia cardíaca como complicación 
tardía de esta enfermedad (Dornas WC y Silva ME 2011). 
 
El presente trabajo demostró que las ratas SHR hembras adultas jóvenes 
presentaron menores valores de PAS, así como menores cambios morfológicos en 
ventrículo izquierdo, arterias coronarias y aorta, que se acompañaron de un menor daño 
oxidativo y una mayor actividad del sistema del NO cardíaco. El menor estrés oxidativo 
observado en el VI de las hembras se debería a una mayor capacidad antioxidante, dado 
que presentaron mayores concentraciones de glutatión y actividades de las enzimas 
catalasa y SOD que los machos. 
 
Por otra parte, se encuentran bien caracterizadas las alteraciones renales 
asociadas al aumento sostenido de PA que desarrollan las ratas SHR. Mientras el flujo 




sanguíneo renal y el filtrado glomerular se mantienen estables hasta aproximadamente 
la semana 30 de vida, los daños glomerulares y tubulares comienzan a ser 
morfológicamente evidentes luego de las 30 semanas de edad (Hulstrom M 2012). Por 
lo cual podemos sugerir que a las 12 semanas de vida, los animales SHR no presentarían 
un daño importante en su morfología renal.  
Sin embargo, el presente estudio demostró que las ratas SHR hembras 
presentaron diferencias en la morfología renal respecto a los machos, que se reflejaron 
en un menor depósito de colágeno intersticial y número de células apoptóticas. Al igual 
que en el tejido cardíaco, las ratas SHR hembras presentaron menor concentración de 
productos de peroxidación lipídica y cambios en la actividad de sus sistemas 
antioxidantes que permitirían neutralizar las especies oxidantes del tejido renal. Sin 
embargo, esto no ocurriría en los machos.  
Por otra parte, las ratas SHR hembras mostraron mayores niveles de NOx 
urinarios, así como también una mayor actividad de la NOS y expresión de la eNOS en 
corteza y médula renal respecto a los machos. Por lo cual podríamos sugerir que el 
sistema del NO estaría involucrado en mantener los niveles más bajos de PA que 
observamos en las ratas hembras de esta edad. Estos resultados podrían entonces 
predecir el desarrollo de un menor daño renal a mayor edad en las hembras hipertensas. 
 
Las diferencias de sexo encontradas en los tejidos cardiovascular y renal de las 
ratas SHR, podrían atribuirse al hecho de que hembras presentaron menores sobrecargas 
crónicas de presión. Por otra parte, estos resultados podrían también asociarse a los 
efectos beneficiosos de los estrógenos reportados por otros autores. Se ha descripto que 
esta hormona puede estimular la producción de NO y presenta propiedades 
antifibróticas y antioxidantes (Lacy F y col 2000; Brosnihan KB y col 1994; Huang A y 
col 1998; Mendelsohn ME y Karas RH 1999).  
 
El ANP es un factor hipotensor y natriurético fuertemente involucrado en la 
regulación de la función cardíaca, el tono vascular y el balance salino e hídrico. Los 
resultados de este estudio demostrarían la potencial utilidad del tratamiento crónico del 
ANP para prevenir el daño cardiovascular y renal que se desarrolla con el avance de la 
enfermedad en este modelo de HTA. Esta hipótesis se sustenta en los efectos 
beneficiosos inducidos por la infusión de este péptido durante 14 días sobre los sistemas 
cardiovascular y renal de las ratas SHR machos y hembras jóvenes.  




El ANP disminuyó la PAS y aumentó la diuresis y la natriuresis, así como 
también indujo cambios en la morfología del VI, la aorta y el tejido renal. En este 
sentido, el péptido provocó una disminución del tamaño de los miocitos, del número de 
células apoptóticas y del contenido de colágeno intersticial del VI y de la capa media de 
la arteria aorta, así como del colágeno perivascular de las arterias coronarias. Efectos 
simulares se observaron en la corteza y medula renal. Sin embargo, estos cambios no se 
reflejaron en el peso renal, las áreas de filtración glomerular y en el remodelado de las 
arterias renales.  
Los cambios morfológicos de estos tejidos podrían estar asociados a la 
estimulación del sistema del NO y la diminución del estrés oxidativo inducidos por el 
péptido. La infusión de ANP por 14 días estimularía la producción y/o biodisponibilidad 
del NO en el corazón y en el riñón al incrementar la actividad de la NOS y la expresión 
de la eNOS, así como al disminuir el estado oxidativo en estos tejidos.  
 
Sin embargo, la respuesta al tratamiento crónico con ANP dependería del sexo. 
El ANP ejercería efectos beneficiosos en la morfología de los tejidos cardiovascular y 
renal que serían mayores en los machos que en las hembras. Esto se evidenció a nivel 
cardíaco ya que, si bien el ANP indujo cambios en el tamaño de los miocitos y el 
contenido de colágeno en ambos sexos, sólo los machos presentaron una diminución del 
remodelado hipertrófico de las arterias coronarias. Esto ayudaría a mejorar el flujo 
sanguíneo coronario y por lo tanto la función ventricular. Resultados similares se 
observaron al evaluar la morfología de un vaso de conductancia, como lo es la aorta.  
Por otra parte, los efectos del ANP sobre la expresión de las proteínas Smad y el 
número de células apoptóticas en el tejido renal fueron mayores en las ratas machos que 
en las hembras, que podrían atribuirse, en parte, a que este péptido indujo mayores 
efectos antioxidantes en los machos. 
El dimorfismo observado entre sexos podría relacionarse con el hecho de que las 
hembras SHR controles presentaron menores índices de hipertrofia y fibrosis cardíaca, 
signos de remodelado vascular y valores de PA, que los machos. Por otra parte, el ANP 
indujo una mayor activación del sistema del NO cardiovascular y renal en las hembras 
que en los machos. Esto podría explicar, en parte, las mayores respuestas diuréticas y 
natriuréticas de las hembras ante la infusión crónica de ANP. 
 




El estudio de la HTA y de los factores involucrados en su desarrollo es 
primordial para lograr una buena prevención y control de esta enfermedad. Más aún, las 
diferencias de sexo jugarían un rol primordial en el desarrollo y tratamiento de la 
hipertensión arterial, sus complicaciones y el daño de órgano blanco.  
El conocimiento de las acciones del ANP en los sistemas cardiovascular y renal 
que surgen de esta tesis, abre la puerta hacia la búsqueda y el desarrollo de nuevas y 
mejores estrategias terapéuticas relacionadas con el ANP, con el objetivo de controlar la 
PA dentro de los valores normales y disminuir el daño de órgano blanco, principal 
responsable del riesgo de eventos cardiovasculares que influyen sobre la calidad de 
vida. 
 
Como factor hormonal/parácrino que regula el volumen intravascular, así como 
la diuresis y natriuresis, y que además presenta efectos beneficiosos sobre el 
remodelado que ocurre de manera secundaria al aumento de PA, el potencial uso en la 
práctica clínica del ANP debería ser prometedor. Sin embargo, pese a que el ANP ha 
sido utilizado en infusiones a corto y largo plazo en el tratamiento de la HTA esencial y 
secundaria, así como de la insuficiencia cardíaca y el infarto agudo de miocardio 
(Rubattu S y col 2008; Volpe M y col 1987) este péptido aún no ha sido incorporado 
como tratamiento terapéutico. Esto es debido, al menos en parte, a que el ANP presenta 
una baja estabilidad luego de su administración oral. Debido a esto se intentó una 
estrategia alternativa, aumentando los niveles farmacológicos de ANP circulantes 
mediante el empleo de inhibidores selectivos de la endopeptidasa neutra (NEP), como el 
candoxatril. Sin embargo, éste no reveló beneficios sustanciales en la HTA, debido en 
parte al simultáneo aumento de factores vasodilatadores (PNs, bradiquinina) y 
vasoconstrictores (ET-1, Ang II) (Ando S y col 1995; Bevan EG y col 1992). Para 
eludir estas limitaciones, se desarrollaron inhibidores de vasopeptidasa (VPI). De este 
modo, el bloqueo simultáneo de NEP y ACE con VPI permitió reducir la degradación 
de las bradiquininas y los NPs con la concomitante inhibición de la generación de Ang 
II. De hecho, el uso de omapatrilat resultó en un efecto reductor de la PA mayor que el 
alcanzado por los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) (Kostis 
JB  y col 2014).  
Recientemente, una nueva clase de drogas, que combinan el bloqueo del SRAA 
y la inhibición de la NEP, mostró ser mejor tolerado (Volpe M y col 2014).  




Por otra parte, actualmente se están desarrollando quimeras que combinan la 
estructura del ANP con las de otros PNs.  En 1993 Wei CM desarrolló el vasonatrin 
(VNP) que combina la estructura del ANP con el CNP mejorando de esta manera sus 
efectos beneficiosos (Wei C-M y col 1994). Más recientemente, Chen B-Y y col 
diseñaron el AC-NP, que demostró efectos más potentes sobre la vasorrelajación, la 
diuresis y la natriuresis, al compararlos con el ANP, CNP o VNP, y por lo tanto 
presentando un mayor efecto hipotensivo (Chen B-Y y col 2011). Estos antecedentes 
mostrarían el creciente interés que existe en el aprovechamiento de los efectos 


























































El estudio de la hipertensión arterial (HTA) y de los factores involucrados en su 
desarrollo es primordial para lograr una buena prevención y control de esta enfermedad. 
Más aún, las diferencias de sexo jugarían un rol primordial en el desarrollo y 
tratamiento de la HTA, sus complicaciones y el daño de órgano blanco.  
El péptido natriurético atrial (ANP) ejerce un papel fundamental en la 
homeostasis de la presión arterial (PA) y el balance hidroelectrolítico, dada sus 
propiedades vasodilatadora, diurética, natriurética, antiproliferativa, antifibrótica, 
antiinflamatoria y antioxidante. Sin embargo, el ANP aún no ha encontrado un lugar en 
los tratamientos farmacológicos de la HTA y del daño de órgano blanco asociado a esta 
patología.  
Es por ello que los objetivos de este trabajo de tesis fueron: 
 Evaluar los efectos de la administración crónica del ANP sobre el daño 
cardiovascular y renal asociado a la HTA.  
 Determinar si existen diferencias entre sexos en los efectos cardiovasculares y 
renales del tratamiento crónico con el ANP. 
Protocolo Experimental:  
El estudio se llevó a cabo en ratas espontáneamente hipertensas (SHR) machos y 
hembras de 10 semanas de edad que recibieron aleatoriamente una infusión crónica de 
ANP (100ng/h) o solución fisiológica (SF) durante 14 días, mediante la colocación de 
bombas osmóticas subcutáneas. Al finalizar el período experimental, se registró la PA 
sistólica (PAS), la diuresis y la natriuresis. Luego, los animales se sacrificaron por 
decapitación. Ambos riñones, la arteria aorta torácica y el corazón fueron extraídos 
inmediatamente para evaluar parámetros morfológicos, el estrés oxidativo y el sistema 
del NO. 
Resultados y Conclusión: 
El presente trabajo demostró que las ratas SHR hembras adultas jóvenes 
presentaron menores valores de PAS e índices de daño cardiovascular y renal, así como 
una mayor actividad de la NOS y capacidad antioxidante en estos tejidos. Estos 
resultados podrían entonces predecir el desarrollo de un menor daño cardiovascular y 





Los resultados de este estudio también sugieren la potencial utilidad del 
tratamiento crónico con ANP para prevenir el daño cardiovascular y renal que se 
desarrolla con el avance de la enfermedad en este modelo de HTA. Esta hipótesis se 
sustenta en que la infusión de este péptido durante 14 días disminuyó la PAS al 
aumentar la diuresis y la natriuresis, así como también indujo cambios en la morfología 
del ventrículo izquierdo, la aorta y el tejido renal. En este sentido, el péptido provocó la 
disminución del tamaño de los miocitos, el número de células apoptóticas y el contenido 
de colágeno intersticial del VI y de la capa media de la arteria aorta, así como del 
colágeno perivascular de las arterias coronarias. Efectos simulares se observaron en la 
corteza y medula renal. Sin embargo, estos cambios no se reflejaron en el peso renal, las 
áreas de filtración glomerular y en el remodelado de las arterias renales.  
Los cambios morfológicos de estos tejidos podrían estar asociados a que el ANP 
estimularía la producción y/o biodisponibilidad del NO en el corazón y riñón al 
incrementar la actividad de la NOS y la expresión de la eNOS, así como al disminuir el 
estado oxidativo en estos tejidos.  
Sin embargo, la respuesta al tratamiento crónico con ANP dependería del sexo. 
El ANP ejercería efectos beneficiosos en la morfología de los tejidos cardiovascular y 
renal que serían mayores en los machos que en las hembras. Esto se evidenció en que el 
ANP solo indujo una disminución del remodelado hipertrófico de las arterias coronarias 
y de la aorta en los machos. Mientras que a nivel renal, los efectos del péptido sobre la 
expresión de las proteínas Smad, el número de células apoptóticas y el estrés oxidativo 
fueron mayores en los machos. 
El dimorfismo observado entre sexo podría relacionarse con el hecho de que las 
hembras SHR controles presentaron menores índices de hipertrofia y fibrosis cardíaca, 
signos de remodelado vascular y valores de PA, que los machos. Por otra parte, el ANP 
indujo una mayor activación del sistema del NO cardiovascular y renal en las hembras 
que en los machos. Esto podría explicar, en parte, las mayores respuestas diuréticas y 
natriuréticas de las hembras ante la infusión crónica de ANP. 
Por lo tanto, el conocimiento de las acciones del ANP en los sistemas 
cardiovascular y renal abre la puerta hacia la búsqueda y el desarrollo de nuevas y 
mejores estrategias terapéuticas, con el objetivo de controlar la PA dentro de los valores 
normales y disminuir el daño de órgano blanco, principal responsable del riesgo de 
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o AC:     adenilato ciclasa 
o ADMA:   enzima dimetilarginina asimétrica 
o AG:    área capilar glomerular 
o AL:    área de la luz del vaso 
o AM:    área marcada 
o AMPc:                                    adenosina nucleótido monofosfato cíclico 
o Ang II:   angiotensina II 
o ANMAT:   Administración Nacional de Medicamentos,  
Alimentos y Tecnología Médica 
o ANOVA:   análisis de la varianza de un factor 
o ANP:    péptido natriurético atrial 
o APA:     área de la pared de la arteria  
o ARA II:    receptor de la angiotensina II  
o AT:    área glomerular total   
o ATP:    adenosina nucleótido trifosfato 
o ATV:    área total del vaso 
o BH4:       tetrahidrobiopterina 
o BNP:    péptido natriurético tipo B 
o C:    cortical 
o CA:    células apoptóticas 
o CaM:    calmodulina 
o CARMELA:                       Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in  
Latin America 
o CAT:    enzima catalasa 
o cGK:    protein kinasas dependientes de GMPc  
o CMLV:                                   células de músculo liso vascular 
o CNG:                                      canales iónicos activados por nucleótidos cíclicos 
o CNP:    péptido natriurético tipo C 
o CPV:     área del colágeno perivascular 
o CT:    células totales 
o CTGF:                                    factor de crecimiento de tejido conectivo  
o DAG:    diacilglicerol 
o DOCA:   desoxicorticosterona 





o eNOS o NOS-III:  óxido nítrico sintasa endotelial 
o ERO:                                      especies reactivas del oxígeno 
o ERß:                                       receptor para los estrógenos ß 
o ERα:                                       receptor para los estrógenos α  
o ESM:     error estándar de la media 
o ET1:    endotelina 1 
o FAD:    flavina adenina dinucleótido 
o FMN:    flavina mononucleótido  
o GC:    guanilato ciclasa 
o Gi:    proteína G inhibitoria  
o Glut:    glutatión 
o GMPc:   guanosina nucleótido monofosfato cíclico  
o GPx:    enzima glutatión peroxidasa 
o H2O2:                                                     peróxido de hidrógeno 
o H-E:    hematoxilina-eosina 
o HTA:    hipertensión arterial 
o IECA:    inhibidores de la enzima convertidora de 
angiotensina  
o IFN-γ:                                     interferón-γ 
o iNOS o NOS-II:  óxido nítrico sintasa inducible 
o IP3:    inositol 1,4,5-trifosfato 
o MAPK:    protein kinasa activadas por mitógenos 
o mDM:    diámetro medio del miocito 
o MLV:     musculo liso vascular. 
o NADH:                                   nicotinamida adenina dinucleótido reducida 
o NADPH:   nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida  
o NEP:                                       endopeptidasa neutra 
o NEP:     endopeptidasa neutra  
o nNOS o NOS-I:  óxido nítrico sintasa neuronal 
o NO:    óxido nítrico 
o NOS:    óxido nítrico sintasa  
o NOx:    nitritos y nitratos  
o NPR- A:    receptor natriurético tipo A  





o NPR-C:    receptor natriurético tipo C  
o O2.-:    anión superóxido 
o OH-:    radical hidroxilo 
o ONOO-:   peroxinitritos 
o PA:    presión arterial 
o PAS:    presión arterial sistólica  
o PC:    peso corporal 
o PCo:    peso corazón 
o PDEs:     fosfodiesterasas 
o PI3K:    fosfatidilinositol-3-kinasa 
o PKG:    proteín-kinasas dependientes de cGMP  
o PNs:    péptidos natriuréticos 
o PR:     peso renal 
o RENATA:                              REgistro NAcional de hiperTensión Arterial 
o SF:     solución fisiológica 
o SHR:     ratas espontáneamente hipertensas  
o SNPs:                           polimorfismos de un solo nucleótido 
o SNS:    sistema nervioso simpático 
o SOD:    enzima superóxido dismutasa 
o SRAA:                                   sistema renina angiotensina aldosterona 
o TBARS:    especies reactivas del ácido tiobarbitúrico 
o TGF-β :                                  factor de crecimiento transformante beta   
o TNF-α:                                   factor de necrosis tumoral alfa  
o UNa:    sodio urinario 
o VI:    ventrículo izquierdo 
o VPI:     inhibidores de vasopeptidasa  
o Vu    volumen urinario 
o WKY:    ratas Wistar Kyoto 
o YM:    yuxtamedular 
